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Résumé
L’apoC-l joue un rôle important dans le métabolisme des lipides
plasmatiques. Cependant, la régulation de sa synthèse dans le foie demeure
méconnue. L’objectif de ce travail était donc d’observer l’effet de différentes
conditions de culture sur la production de l’apoC-I (et de I’apoE) par les cellules
HepG2. Une surexpression de I’apoC-l dans les cellules HepG2 a aussi été
effectuée afin d’éclaircir le rôle de cette apolipoprotéine dans le métabolisme
hépatique des lipides et des apolipoprotéines. Des expériences préliminaires
ont démontré que la production de l’apoC-l est accrue lorsque des lipoprotéines
du sérum humain sont ajoutées dans le milieu de culture des cellules HepG2.
Les lipoprotéines riches en cholestérol (LDL et HDL) sont les plus aptes à
augmenter le niveau de lipides cellulaires ainsi que la concentration d’apoC-l
dans les cellules et le milieu. L’ajout de triglycérides sous forme d’lntralipid©
dans le milieu a causé une augmentation des triglycérides cellulaires opposée à
une diminution du cholestérol ainsi que du niveau d’apoC-l dans les cellules et
le milieu. L’ajout d’un mélange de cholestérol et de 25-hydroxycholestérol au
milieu a causé une augmentation du niveau de cholestérol cellulaire et d’apoC-l
dans le milieu, alors que l’ajout de l’atorvastatine a causé une diminution du
niveau de cholestérol cellulaire et d’apoC-l dans le milieu. Dans toutes les
expériences, aucun changement significatif du niveau d’ARNm de l’apoC-l n’a
été observé. Ces résultats suggèrent que la production de l’apoC-l dans le foie
est dépendante du cholestérol cellulaire et est régulée de manière post
transcriptionnelle. Une surexpression de l’apoC-l dans les cellules HepG2 a
causé une augmentation du cholestérol et des triglycérides cellulaires ainsi que
des apolipoprotéines associées aux lipoprotéines riches en triglycérides (apoB,
apoC-lIl et apoE) et aux HDL (apoA-l) dans le milieu. Enfin, la surexpression de
l’apoC-l augmente le niveau d’ARNm de l’apoE et du LDL-R mais diminue celui
du VLDL-R. Ces résultats suggèrent que les lipides cellulaires ont un effet
significatif sur la production hépatique de l’apoC-l et que l’apoC-l joue un rôle
important dans le métabolisme hépatique des lipides.
Mots clés Athérosclérose, cholestérol, triglycérides, lipoprotéines, apoE, foie.
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Abstract
ApoC-I plays an important role in controlling plasma lipid metabolism.
However little is known about factors regulating the hepatic synthesis and
secretion cf this apolipoprotein. In the present study, the effect of different
tissue culture conditions was determined on the production of apoC-I (and apoE)
by HepG2 celis. ApoC-I was also overexpressed in HepG2 celis, in order to
understand its role in Iipid and apolipoprotein metabolism. In initial experiments,
it was found that cholesterol-rich lipoproteins (LDL and HDL) were capable of
increasing cellular lipid levels as weII as cellular and secreted levels of apoC-I.
Triglyceride-rich lipoproteins (i.e., VLDL and IDL) appeared flot to be
responsible for the stimulatory effect of serum lipoproteins on apoC-l synthesis
and secretion. Addition of lntralipid© triglyceride in the medium caused an
increase in cellular triglyceride, a decrease in cellular cholesterol, and a
decrease in levels of cellular and medium apoC-I. These resuits suggested that
apoC-I production by HepG2 cells was dependent on levels of cellular
cholesterol rather than those of cellular triglyceride. Experiments in which celis
were loaded with cholesterol (incubation with 10 ig/ml cholesterol plus 1 ig/mI
25-hydroxycholesterol) or depleted cf cholesterol (statin treatment) confirmed
that apoC-I production was positively related to cellular cholesterol levels and
flot to cellular triglyceride levels. In ail of these experiments, no significant
changes were observed in cellular apoC-I mRNA levels, demonstrating the
importance of post-transcriptional mechanisms in the regulation of apoC-l
synthesis and secretion by HepG2 ceils. Overexpression of apoC-I in HepG2
cells leaded to an increase in cellular cholesterol and triglyceride as well as
apolipoproteins A-l, B, C-III and E in the medium. Furthermore, apoE and
LDL-R mRNA were increased while VLDL-R mRNA was decreased. These
resuits suggest that cellular lipids can have a signiticant eftect on hepatic apoC-l
production and apoC-I can in turn have a profound effect on hepatic lipid
metabolism.
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I — Introduction
Les maladies cardio-vasculaires (MCV), incluant les coronaropathies, les
maladies vasculaires cérébrales, et les maladies vasculaires périphériques, sont
considérées comme la principale cause de mortalité dans les pays industrialisés
[1]. Elles sont généralement causées par l’athérosclérose, une pathologie
caractérisée par le durcissement et le rétrécissement du calibre des artères
coronariennes [2,3]. L’athérosclérose débute par une strie lipidique lorsque les
lipoprotéines de faible densité (LDL) s’infiltrent sous l’endothélium où elles sont
oxydées. La modification des LDL attire ensuite des monocytes sous
I’endothélium et stimule leur différenciation en macrophages. Ces derniers
internalisent les LDL oxydées et deviennent des cellules spumeuses remplies
de cholestérol estérifé. Les macrophages spumeux s’accumulent dans la lésion
ce qui entraîne l’épaississement de la paroi artérielle ainsi qu’une réponse
inflammatoire. La rupture de l’endothélium expose les cellules musculaires
lisses dans l’intima des artères qui produisent ensuite un excès de tissu
conjonctif. Elles encapsulent progressivement les cellules spumeuses
amassées sous l’endothélium pour former une chape fibreuse. Les plaques
d’athéromes peuvent rester stables pendant plusieurs années, mais leur rupture
induira l’apparition d’un thrombus artériel et d’une occlusion vasculaire,
provoquant une MCV.
L’hypercholestérolémie, conséquence de l’hérédité ou de mauvaises
habitudes de vie, est le principal facteur de risque des MCV [4]. Le cholestérol
est un stéroïde insoluble dans l’eau et son transport dans le plasma est donc
assuré par les lipoprotéines (voir chapitre Il, section 1.1). Les LDL transportent
le cholestérol vers les tissus extra-hépatiques où il est essentiel à la réparation
et à la croissance cellulaire (voir chapitre Il, section 1.4). Les lipoprotéines de
haute densité (HDL) effectuent le transport inverse du cholestérol elles
l’entraînent vers le foie où il est éliminé (voir chapitre Il, section 1.5). Une
accumulation plasmatique de LDL-cholestérol, communément appelé « mauvais
cholestérol », accélère le développement de l’athérosclérose [5].
L’hypercholestérolémie familiale est une évidence convaincante de l’effet
néfaste des LDL, car les patients homozygotes souffrant de cette maladie
présentent une concentration de LDL anormalement élevée et meurent jeunes
de l’athérosclérose [5,6]. Par ailleurs, une accumulation plasmatique de HDL
cholestérol, communément appelé « bon cholestérol », ralentit le processus
athéromateux et protège ainsi des MCV [7]. En 1988, l’importante Framingham
Heart Study a confirmé qu’un haut niveau de HDL-cholestérol réduit
significativement les risques de mourir d’une MCV [8].
L’hypertriglycéridémie est un second facteur de risque des MCV.
Composés de trois acides gras fixés à un squelette de glycérol, les triglycérides
sont des lipides plasmatiques dont le transport est aussi assuré par les
lipoprotéines. Une étude du Prospective Cardiovascular M)nster (PROCAM) a
montré une relation significative entre l’hypertriglycéridémie et les risques de
MCV qui est indépendante du niveau de LDL-cholestérol et/ou de HDL
cholestérol [9].
Selon le National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on
Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Aduit
Treatment Panel Il! [ATP III]), les facteurs de risque des MCV sont le cholestérol
total (>6,20 mmol/L), le LDL-cholestérol (>4,13 mmol/L), le HDL-cholestérol (<
1,03 mmol/L), les triglycérides (> 2,26 mmol/L), l’hypertension artérielle, les
antécédents familiaux, le tabagisme, l’âge et le sexe masculin [4]. De nouveaux
facteurs tels l’obésité, le diabète, l’homocystéine, la Lp(a), les mauvaises
habitudes alimentaires et la sédentarité sont maintenant aussi considérés dans
l’évaluation du risque de développer des MCV [10]. Enfin, la réputée American
Heart Association estime que le syndrome métabolique est aussi un important
facteur de risque de MCV.
De nos jours, deux classes principales d’agents hypolipidémiants (les
statines et les fibrates) sont prescrites dans le but de réduire les risques de
MCV. Les statines consituent une classe de médicaments qui inhibent l’HMG
CoA réductase, une enzyme impliquée dans la synthèse cellulaire du
3cholestérol [11,12]. La méta-analyse de grandes études épidémiologiques
portant sur les statines (West ot Scotiand Coronary Prevention Study
(WOSCOPS), Air Force Coronary Atherosclerosis Prevention Study/Texas
Coronaty A theroscierosis Prevention Study (AFCAPS/TEXCAPS), Cholesterol
and Recurrent Events (CARE) trial, Scandina vlan Simvastatin Sun%val Study
(45), Long-term intervention with Pravastatin in Ischaemic Disease (L1PID)
study) indique que cette classe d’hypolipidémiants est très efficace pour
abaisser le niveau de LDL-cholestérol et qu’elle permet de diminuer les risques
de MCV et de mortalité [11,12]. Les fibrates sont des agonistes synthétiques du
peroxisome proiiferator-activated receptor (PPAR) a et régulent la transcription
des gènes impliqués dans le transport inverse du cholestérol [13]. Des études
portant sur le gemfibrozil de la famille des fibrates (Veterans Administration HDL
Intervention Tirai (Triai VA-HIT), Helsinki Heart Study) soutiennent que cette
thérapie augmente significativement la concentration de HDL-cholestérol et
réduit de manière efficace le niveau de triglycérides plasmatiques ainsi que les
risques de MCV [13]. Plusieurs évidences illustrent donc le rôle important que
jouent les lipides plasmiques dans l’étiologie des MCV. Cependant, notre
compréhension du métabolisme des lipides plasmatiques demeure incomplète
et par conséquent, de nouvelles études sont nécessaires afin de préciser leurs
mécanismes de régulation et leurs rôles.
Découverte dans les années 1970, l’apolipoprotéine C-l (apoC-l) est une
petite protéine plasmatique qui participe à la formation des lipoprotéines (voir
chapitre Il, section 2.1). Elle est principalement associée aux HDL mais en état
post-prandial, elle se redistribue sur les lipoprotéines de très basse densité
(VLDL). L’effet de l’apoC-l sur les lipides plasmatiques ainsi que sur les
enzymes impliquées dans leur métabolisme est partiellement établi et sera
discuté dans la revue de littérature (chapitre II, section 2.3). Par contre, les
facteurs pouvant contrôler la synthèse et la sécrétion de l’apoC-l par les
différents tissus demeurent méconnus. Des expériences in vivo à l’aide d’un
isotope stable ont montré une production accrue de l’apoC-l associée aux VLDL
chez des patients hypertriglycéridémiques [14]. Ces résulats suggèrent que le
4niveau de triglycérides est un déterminant important de la synthèse de l’apoC-l
dans le foie.
L’objectif de ce travail était donc d’étudier la régulation des niveaux de
l’apoC-l dans les cellules hépatiques et ce, en observant l’effet de différentes
conditions de culture sur les cellules HepG2 ainsi que sur les hépatocytes
humains en culture primaire (voir chapitre III). De plus, une surexpression de
l’apoC-l dans les cellules HepG2 a été effectuée afin d’éclaircir le rôle de cette
apolipoprotéine dans le métabolisme des lipides (voir chapitre IV).
5H — Revue de la littérature
1. Les lïpoprotéines
1.1 Structure des lipoprotéines
Les lipoprotéines sont des particules sphériques et hydrosolubles qui
assurent le transport des lipides plasmatiques [15-19]. Leur surface polaire est
composée de phospholipides, de cholestérol non-estérifié et d’apolipoprotéines
(apo). Leur centre renferme un noyau insoluble de triglycérides et de
cholestérol estérifié. La classification des lipoprotéines se fait généralement en
fonction de leur densité, mais elles sont aussi séparées selon leur taille, leur
mobilité à l’électrophorèse et leur teneur en lipides et en protéines [16,17].
Les chylomicrons sont synthétisés dans l’intestin et principalement
composés de triglycérides alimentaires [16,17]. Ce sont d’énormes
lipoprotéines ayant un diamètre supérieur à 100 nm et une densité inférieure à
0,98 g/ml. Les lipoprotéines de très faible densité (VLDL) sont très riches en
triglycérides et proviennent principalement du foie [16,17]. Elles ont un diamètre
de 30 à 90 nm et une densité située entre 0,98 et 1,006 g/ml. Les lipoprotéines
de faible densité (LDL), produites à partir du catabolisme des VLDL, sont les
principaux véhicules du cholestérol dans le plasma [16,17]. Les LDL ont un
diamètre d’environ 20 nm et une densité située entre 1,006 et 1,063 g/ml. Enfin,
les lipoprotéines de haute densité (HDL) sont synthétisées par le foie et l’intestin
mais peuvent aussi se former à partir des constituants de chylomicrons et de
VLDL libérés par la lipolyse [16,17]. Les HDL ont un diamètre de 8 à 12 nm et
une densité située entre 1063 et 121 g/ml. Riches en apolipoprotéines,
phospholipides et cholestérol, elles sont les plus petites et les plus denses de
toutes les lipoprotéines.
1.2 Fonctions des apolipoprotéines
Les apolipoprotéines sont des protéines ayant la capacité de lier certains
lipides et de former des lipoprotéines solubles [15-19]. En plus d’être
6impliquées dans la maintenance de la structure micellaire, les apolipoprotéines
régulent l’activité des lipoprotéines et déterminent leur rôle dans le métabolisme
des lipides. Plusieurs apolipoprotéines ont été identifiées. Elles diffèrent selon
leur structure, leur fonction et leur distribution au sein des lipoprotéines.
Certaines apolipoprotéines, telles t’apoB et l’apoE, jouent un rôle de transport et
de redistribution des lipides entre les tissus [161. Ces apolipoprotéines sont
reconnues par des récepteurs localisés à la surface de cellules spécifiques et
permettent ainsi aux lipoprotéines de distribuer leurs lipides. D’autres
apolipoprotéines, comme l’apoA-l, l’apoA-ll, l’apoC-I, l’apoC-ll et l’apoC-lll, ont
une fonction de cofacteurs pour des enzymes impliquées dans le métabolisme
des lipides [16]. Le tableau 1 résume les caractéristiques des principales
apolipoprotéines plasmatiques humaines.
t3 Métabolisme des chylomicrons
Lors de la digestion, les lipides alimentaires doivent être décomposés en
leur plus simple unité afin d’être absorbés par les cellules intestinales [19]. Les
triglycérides sont dégradés en monoglycérides par les lipases gastriques et
pancréatiques. Le pancréas sécrète aussi la phospholipase A2 et la cholestérol
estérase qui réduisent les phospholipides en lysophospholipides et le
cholestérol estérifié en cholestérol libre. Les lipides sont ensuite dispersés en
micelles par les acides biliaires et sont absorbés par les entérocytes [19]. Deux
transporteurs, les fatty acid binding proteins (FABP), permettent aux lipides de
traverser le cytosol des entérocytes et d’atteindre le réticulum endoplasmique
(RE) où ils sont reconstruits [20]. Dans le RE, les triglycérides, les
phospholipides et le cholestérol estérifié sont ensuite regroupés en chylomicron.
Lors de leur formation, les chylomicrons acquièrent aussi les apolipoprotéines
B-48, A-I, A-II et A-IV qui sont synthétisées par l’intestin et augmentent la
solubilité des lipoprotéines [15]. De plus, l’apoB-48 est essentielle à la sortie du
chylomicron dans la circulation, car cette protéine doit subir deux glycosylations

































































































































































































































































































































































































































































































































































































$Une fois dans le plasma, les chylomicrons acquièrent les apolipoprotéines
C-l, C-Il et C-III [15]. À la proximité des organes ciblés par les chylomicrons, la
lipoprotéine lipase (LPL), activée par l’apoC-ll, hydrolyse la membrane des
lipoprotéines pour rendre les triglycérides accessibles et lipolyse ensuite les
triglycérides en acides gras [15]. Les acides gras ainsi libérés se lient à
l’albumine et s’accumulent dans les muscles comme source d’énergie, dans le
tissu adipeux comme réserve de triglycérides et dans le foie pour la synthèse
des VLDL [16]. Les résidus de chylomicrons demeurant dans la circulation
incorporent l’apoE et du cholestérol estérifié provenant des HDL [22]. lIs sont
ensuite rapidement captés par le foie grâce à deux récepteurs : 1) le récepteur
LDL (LDL-R) qui reconnaît l’apoE et I’apoB, et 2) la protéine apparentée au
récepteur LDL (LRP) qui reconnaît l’apoE seulement [22].
1.4 Métabolisme des Iïpoprotéines de très faible densité, des lipoprotéines
de densité intermédiaire et des lipoprotéines de faible densïté
Les VLDL sont synthétisées par le foie en échange de la prise des résidus
de chylomicrons. Par conséquent, elles contiennent aussi beaucoup de
triglycérides alimentaires. Dans le RE des hépatocytes, les VLDL formées
incorporent l’apoB-lOO et sont ensuite sécrétées dans la circulation où elles
recueillent les apolipoprotéines C-l, C-II et C-III [15]. La dégradation
plasmatique des VLDL est identique à celle des chylomicrons. La LPL, activée
par l’apoC-lI, lipolyse les triglycérides et cause ainsi une réduction de la taille
des VLDL. Les lipoprotéines acquièrent ensuite l’apoE et deviennent des
résidus de VLDL (f3-VLDL) aussi nommés lipoprotéines de densité intermédiaire
(IDL) [15,16]. Une grande partie des IDL est ensuite captée par le LDL-R et la
LRP pour être dégradée dans le foie [22]. Par contre, certaines IDL subissent
une lipolyse par la lipase hépatique (HL) et deviennent ainsi des LDL [23]. Les
LDL sont remplies de cholestérol estérifié, contiennent une apoB-100 mais
aucune apoE. Elles sont catabolisées par le LDL-R qui reconnaît l’apoB-lOO
[22]. Le foie capte 75% des LDL et transforme le cholestérol en acides biliaires
9qu’il sécrète enfin dans l’intestin [15]. Le 25% de LDL restant dans la circulation
est capté par tous les organes.
1.5 Métabolisme des lipoprotéines de haute densité
Les HDL proviennent du foie, de l’intestin et de la circulation grâce à la
LPL qui dégrade les lipoprotéines de plus faible densité [16]. Les HDL
naissantes ont une forme discoïdale et ne contiennent rien en leur centre [17].
Elles transportent surtout les apolipoprotéines A-l et A-Il qui constituent 90% de
la masse protéique des HDL [17]. Les HDL discoïdales s’enrichissent en
cholestérol libre qu’elles soustraient aux cellules périphériques. L’afflux du
cholestérol libre vers les HDL est facilité par un transporteur membranaire qui lie
l’apoA-l: l’adenosine triphosphate-binding cassette protein Al (ABCA1) [23].
Dans la circulation, les HDL rencontrent ensuite la lécithine:cholestérol
acyltransférase (LCAT), une enzyme plasmatique qui estérifie le cholestérol
[23,24]. Le cholestérol estérifié étant très hydrophobe, il pénètre au centre des
lipoprotéines ce qui transforme les HDL discoïdales en HDL3 sphériques [17].
Les HDL3 peuvent à leur tour capter du cholestérol et, après une nouvelle action
de la LCAT, se transformer en lipoprotéines de plus en plus riches en
cholestérol estérifié [17]. Les HDL2 ainsi obtenues sont plus grosses et de plus
faible densité que les HDL3.
Les HDL2 matures sont des réservoirs d’apolipoprotéines E, C-l, C-Il et C
III qu’elles vont relayer aux autres lipoprotéines [17]. Une partie du cholestérol
estérifié est aussi donnée aux chylomicrons et aux VLDL en échange de
triglycérides. Cet échange est catalysé par la protéine de transfert du
cholestérol estérifié (CETP) [23,24]. Les HDL2, maintenant enrichies en
triglycérides, sont hydrolysées sous l’action de la lipase hépatique et
redeviennent des HDL3 [23,24]. Les HDL3 peuvent de nouveau aller recueillir du
cholestérol tissulaire.
Finalement, le catabolisme des HDL s’effectue principalement dans le foie.
Les HDL remplies de cholestérol estérifié sont captées par un récepteur
‘o
hépatique spécifique, le scavenger receptor class B type 7 tSR-BI). Les SR-B1
puisent sélectivement le cholestérol estérifié des HDL et le transfèrent dans le
foie (voir article de révision [25]). Le cholestérol estérifié est ensuite transformé
en acides biliaires qui sont sécrétés dans le système digestif. Ce cycle de
captation du cholestérol périphérique par les HDL et d’élimination par le foie est
appelé le transport inverse du cholestérol [17,23].
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2. L’apolipoprotéine C-I
2.1 Structure de l’apolïpoprotéine C-I
Dans les années 1 970, plusieurs groupes de chercheurs ont identifié une
protéine qui compose les VLDL du plasma humain et possède une terminaison
carboxyle riche en sérines: l’apolipoprotéine-sérine (apoLP-Ser) [26,271.
Toutefois, ils lui ont ensuite attribué le nom d’apolipoprotéine C-l, car sa
distribution parmi les lipoprotéines et son faible poids moléculaire sont similaires
à ceux de l’apolipoprotéine-acide glutamique (apoLP-Glu ou apoC-Il) et de
l’apolipoprotéine-alanine (apoLP-Ala ou apoC-lIl) [28]. La séquence complète
des acides aminés et la structure primaire de l’apoC-I ont été rapportées pour la
première fois par Jackson et al. en 1974 [26]. L’apoC-l (figure I) consiste en une
chaîne polypeptidique simple de 57 acides aminés et son poids moléculaire est
de 6613 Da [291. Elle exhibe un haut pourcentage de lysines (16%) ce qui rend
la protéine très chargée positivement [26,271. Par contre, l’apoC-l ne contient
pas de cystéine, de tyrosine, d’histidine ou de carbohydrate [26,27]. L’absence
de tyrosine rend d’ailleurs son marquage très difficile ce qui complique l’étude
de cette protéine. L’apoC-l présente une sérine à son extrémité COOH et une




Figure 1: Structure de l’apoC-l [30]
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Les analyses par dichroïsme circulaire montrent que la structure
secondaire de l’apoC-l comporte une importante proportion d’hélices cx [31].
Ces hélices cx, en opposant une face polaire et une non-polaire le long de leur
axe, sont amphipatiques et il est suggéré que ces régions sont essentielles à la
liaison des protéines aux lipoprotéines. En 1999, les travaux de Rozek et al. ont
révélé que l’apoC-l forme deux hélices cx (entre les résidus 7-29 et 38-52),
séparées par une région inorganisée (entre les résidus 30-37) essentielle au
positionnement des deux hélices [32]. Les résidus non-polaires des hélices
amphipatiques établissent des interactions hydrophobes avec les chaînes
d’acides gras des phospholipides. Les résidus polaires intéragissent avec la
partie hydrophile des phospholipides et la phase aqueuse. Ces interactions
rendent les lipoprotéines stables et hydrosolubles.
2.2 Gène APOCI
L’apoC-l humaine est principalement synthétisée par le foie mais aussi par
le tissu adipeux, les macrophages, la peau, les poumons, la rate, les testicules,
et le cerveau [33]. Le gène codant pour l’apoC-l (gène APOCI) est localisé sur
le chromosome 19, dans un clusterde 48000 paires de base (figure 2) incluant
les gènes de l’apoE, la pseudo-apoC-l’, l’apoC-IV et l’apoC-ll [33].
ME.1 ME.2
E C-I C-l’ C.IV C-II
HCR.1 HCR.2
•
= Régions de contrôle hépatique
Q = Multienhancers
Figure 2 Cluster incluant le gène APOCI [34]
Plus précisément, le gène APOCI comporte 4 653 paires de base [33].
Comme les apolipoprotéines A-l, A-Il, A-IV, C-Il, C-III et E, la structure du gène
de l’apoC-l consiste en une alternance de quatre exons et de trois introns
[33,35]. Dans toutes ces apolipoprotéines, le troisième exon présente une
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séquence conservée de 33 acides aminés (common 33-codon block) et les
analyses de structure secondaire indiquent qu’elle forme une région bien définie
dans le domaine N-terminal des apolipoprotéines [35]. De plus, le quatrième
exon de toutes ces apolipoprotéines contient un tandem de 11 acides aminés
répétés (7 7-meô jouant un rôle dans la formation des hélices a amphipatiques
[35]. La structure similaire des apolipoprotéines A-l, A-Il, A-IV, C-l, C-Il, C-III et
E suggère qu’elles ont évolué à partir d’un ancêtre commun [33,35].
La transcription du gène APOCI produit un ARN messager (ARNm)
possédant un simple cadre de lecture de 249 bases et une queue poly(A) à
l’extrémité 3’ [36]. Dans le foie, le niveau d’ARNm de I’apoC-I est
significativement supérieur à celui de l’apoE ou de l’apoA-Il [36]. L’ARNm est
ensuite traduit sous forme de précurseur (83 acides aminés) ayant un peptide
signal (26 acides aminés) suivant le codon de départ méthionine à l’extrémité 5’
[36]. Le précurseur subit ensuite un clivage protéolytique pour enlever le
peptide signal et devenir l’apoC-I mature (57 acides aminés) [36].
L’expression du gène APOCI est régulée par différents mécanismes
spécifiques au lieu de synthèse. Simonet et al. ont identifié deux régions de
contrôle hépatique (HCR.1 et HCR.2) situées en aval du gène APOCI (-9 kb et
-20 kb respectivement) (figure 2) [37,38]. Les HCR sont des amplificatrices
agissant en cis et régulant l’expression hépatique de tout le cluster E/C-l/C-lV/
C-II. Les travaux de Allan et al. ont ensuite montré que chaque HCR, prise
individuellement, peut coordonner l’expression des quatre gènes et que la
présence d’au minimum une HCR est requise pour la transcription de ces gènes
dans le foie [39]. De plus, leurs travaux proposent que la HCR.1 (319 paires de
base) a un effet dominant sur l’expression des gènes E et C-I alors que la
HCR.2 (632 paires de base) domine l’expression des gènes C-IV et C-II. Le
mécanisme par lequel les HCR amplifient la transcription du gène APOCI n’est
pas encore élucidé. Il a été suggéré que les protéines pouvant lier le motif
répété TTTG de la HCR.1 introduirait un repliement de l’ADN [40]. Cela
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permettrait d’orienter la région amplificatrice afin qu’elle puisse interagir avec les
protéines du complexe transcriptionnel des apolipoprotéines.
Le farnesoid X-activated receptor (FXR) est un récepteur nucléaire qui,
lorsque activé par un ligand comme l’acide biliaire, s’unit à un retinoic acid
receptor (RXR) [41]. L’hétérodimère ainsi formé lie ensuite une région
spécifique de l’ADN, c’est-à-dire un élément de réponse aux FXR, et active la
transcription de gènes cibles. Un élément de réponse aux FXR est localisé
dans les deux HCR et il a été démontré que, suite à l’activation du FXR par
l’acide biliaire, les niveaux d’ARNm d’apoE et d’apoC-ll augmentent dans le foie
[41]. lI est suggéré que les FXR pourraient aussi être impliqués dans la
régulation hépatique d’autres apolipoprotéines telle l’apoC-l.
Lors de la différenciation des monocytes en macrophages, les gènes
APOCI et APOE sont activés de manière coordonnée [33]. Shih et al. ont
démontré que l’expression des gènes APOCI et APOE dans les macrophages et
le tissu adipeux est régulée par deux multienhancers (ME.1 et ME.2) situés de
part et d’autre du gène APOCI (figure 2) [34]. Le liver X-activated receptor
(LXR) est un autre récepteur nucléaire qui forme un dimère LXR/RXR après
activation par un ligand (ex. oxystérol) et active la transcription des gènes ayant
un élément de réponse aux LXR [41]. Un tel élément de réponse est localisé
dans les deux ME situés près du gène APOCI [42]. C’est pourquoi l’expression
des gènes APOCI et APOE dans les macrophages et les adipocytes est induite
par les ligands des LXR [43].
Le peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) est aussi un
récepteur nucléaire qui, après activation par un ligand, forme un dimère avec un
RXR et active la transcription de gènes cibles. Galetto et al. ont rapporté la
présence d’un élément de réponse aux PPARy situé entre les gènes APOCI et
APOE qui pourrait réguler l’expression de ces deux gènes dans les tissus extra
hépatiques [44]. Par ailleurs, Andersson et al. ont démontré que les ligands (ex.
tenofibrates) du PPARQ n’ont pas d’effet sur l’expression hépatique des gènes
APOCI et APOE et qu’ils diminuent celle du gène APOCII [45].
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Il existe aussi des éléments, situés entre les gènes APOCI et APQE, qui
régulent positivement la transcription de ces deux gènes dans la peau [47].
Certains chercheurs suggèrent que la présence de l’apoC-l dans le cerveau, la
rate, et les poumons est due à la présence de macrophages dans ces tissus
[39]. Pourtant, les expériences de Turcotte-Petit et al. ont confirmé la synthèse
de l’apoC-l dans les astrocytes [47]. Medstrand et al. ont proposé que la
transcription de l’apoC-l dans le cerveau et autres tissus extra-hépatiques est
dirigée par un promoteur alternatif (long terminal repeat promote?) dont la
régulation diffère du promoteur classique qui est essentiel à la transcription de
l’apoC-I dans le foie [48].
En résumé, le gène APOCI est situé très près (5 500 paires de base) en
aval du gène APOE [33]. lIs ont la même longueur et sont dans la même
orientation transcriptionnelle [33]. La transcription des deux gènes est régulée
par les HCR dans le foie et par les ME dans le tissu adipeux et les macrophages
[33]. Plusieurs chercheurs ont donc suggéré que la régulation des gènes
APOClet APOE est coordonnée [33].
2.3 Rôles biologiques de l’apolipoprotéine C-I
Bien que les rôles de l’apoC-l dans le métabolisme des lipides ne soient
pas complètement élucidés, plusieurs fonctions biologiques de cette
apolipoprotéine ont été démontrées in vitro et in vivo (voir article de révision
[28]). En 1973, Havel et al. ont démontré in vitro que l’apoC-l réduit la lipolyse
des VLDL en inhibant l’enzyme responsable [50J. En effet, à l’instar de l’apoC
III mais contrairement à l’apoC-ll, l’apoC-l réduit l’activité de la lipoprotéine
lipase (LPL). Par la suite, d’autres laboratoires ont déterminé in vitro que
l’apoC-l, comme l’apoC-ll et l’apoC-Ill, inhibe la lipase hépatique (HL) [51,52].
Conde-Knape et al. ont confirmé in vivo la capacité de l’apoC-l d’inhiber la
lipase hépatique [53]. Enfin, Poensgen et al. ont suggéré que l’apoC-l inhibe la
phospholipase A2 en lui bloquant l’accès aux phospholipides [54].
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Dans les années 1970, plusieurs chercheurs ont démontré in vitro le rôle
de l’apoC-l dans l’activation de l’enzyme LCAT [31 ,55,56]. Comme l’apoA-l,
l’apoC-l participe à l’estérification du cholestérol qui est ensuite transféré aux
HDL. Cependant, le potentiel d’activation de l’apoA-l et de l’apoC-l diffère selon
la nature du substrat [55]. Les analyses par dichroïsme circulaire ont permis
d’établir que l’activation de la LCAT par l’apoC-l et l’apoA-l dépend de leurs
hélices amphipatiques [31].
En 1993, Kushwaha et al. ont trouvé chez une famille de babouins (Papio
sp.) ayant un haut niveau plasmatique de HDL-cholestérol, une protéine de 4
kDa qui empêche le transfert du cholestérol estérifié des HDL vers les VLDL
[57]. Cette protéine, qui inhibe l’activité de la CETP in vitro, correspond à
l’extrémité NH2 de l’apoC-l du babouin [57,58]. Plus tard, des expériences in
vitro et in vivo menées par Gauthier et al. ont confirmé que l’apoC-l est un
inhibiteur de l’activité de la CETP et ce, contrairement à l’apoC-lll [59,60].
Au début des années 1980, plusieurs chercheurs ont démontré l’effet
inhibiteur des apolipoprotéines C-l, C-Il et C-III (apoCs) sur la captation des
émulsions de triglycérides par les hépatocytes de rats dans un système in vitro
de foie sous perfusion [61-65] ainsi que par les hépatocytes de rats et humains
en culture [65,66]. Ils ont constaté que les apoCs diminuent la captation des
émulsions seulement lorsque celles-ci sont supplémentées en apoE. Par
conséquent, ils ont suggéré que les apoCs ont la capacité de déplacer l’apoE
des émulsions pour prévenir son interaction avec les récepteurs hépatiques et
ainsi empêcher la captation des lipoprotéines. Les expériences de Sehayek et
al. avec des fibroblastes humains de peau ont confirmé ces résultats en
précisant que l’apoC-I est la plus efficace des apoCs [67]. Leurs travaux ont
montré que l’apoC-I inhibe la captation des lipoprotéines riches en triglycérides
(TRL) via le LDL-R. Ce récepteur ayant de l’affinité pour l’apoE et l’apoB, ils ont
ensuite proposé que I’apoC-I empêche principalement la captation médiée par
l’apoE. Clavey et al. ont confirmé que l’apoC-l, contrairement à l’apoC-III, a peu
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d’effet sur l’interaction de l’apoB avec le LDL-R et par conséquent, n’affecte pas
le catabolisme des LDL [68].
Parallèment à ces recherches, il a été démontré in vitro que l’apoC-l inhibe
la captation des résidus de chylomicrons et des f3-VLDL (riches en apoE) par la
LRP, un récepteur ayant de l’affinité uniquement pour l’apoE parmi toutes les
apolipoprotéines [69-71]. Le mécanisme d’inhibition élaboré par Weisgraber et
al. propose que l’apoC-l, en plus de déplacer l’apoE des TRL, masque ou altère
sa conformation pour empêcher sa liaison avec la LRP [70].
Certains chercheurs ont démontré que l’apoC-l inhibe aussi la captation
des lipoprotéines via le récepteur VLDL (VLDL-R) [72]. Le VLDL-R est
principalement exprimé dans le coeur, les muscles squelettiques et le tissu
adipeux [22]. Il présente une forte affinité pour les particules transportant l’apoE
comme les chylomicrons et les VLDL mais non pas pour les LDL. [22] Il est
proposé que le VLDL-R facilite la liaison des TRL pour permettre la distribution
des acides gras libres aux tissus pouvant les métaboliser [22].
Pour la première fois en 1991, Simonet et al. ont observé in vivo que les
souris transgéniques surexprimant l’apoC-I humaine ont un niveau de lipides
plasmatiques plus élevé que les souris témoins [37]. La surexpression de
l’apoC-l humaine dans les souris résulte en un excès d’apoC-l sur les TRL
circulants, une altération de la captation des TRL par le foie, une accumulation
des VLDL et des IDL dans le plasma et une élévation du cholestérol et des
triglycérides totaux [37,73-75]. Par contre, l’apoC-l n’affecte pas la lipolyse des
triglycérides dans les VLDL [75,76]. Les souris transgéniques surexprimant
l’apoC-l montrent aussi une importante augmentation d’acides gras non
estérifiés dans leur plasma ainsi qu’une réduction de leur masse abdominale de
tissu adipeux, et cela suggère que l’apoC-I interfère dans le transport des acides
gras vers les tissus [76]. L’augmentation des lipides plasmatiques entraîne une
augmentation du métabolisme du glucose (augmentation de la captation du
glucose médiée par l’insuline) [76,77]. Cependant, cette hyperlipidémie primaire
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ne conduit pas à une résistance à l’insuline ou à une haute pression sanguine
[77]. Enfin, les souris surexprimant l’apoC-l développent une peau sèche et
écailleuse ainsi qu’une perte de poils et une atrophie des glandes sébacées
[76]. Ces résultats suggèrent que I’apoC-I affecte la synthèse des lipides dans
les glandes sébacées et/ou dans l’épiderme.
Une surexpression de l’apoC-l humaine a aussi été effectuée dans des
souris ob/ob (ob/ob / APOC1÷/+) [78]. Les souris ob/ob sont déficientes en
leptine et par conséquent, obèses. La surexpression de l’apoC-l chez celles-ci
entraîne une diminution importante de poids corporel, une augmentation des
triglycérides, du cholestérol et des acides gras libres plasmatiques et une
diminution du glucose et de l’insuline plasmatique [78]. L’apoC-l pourrait donc
avoir un effet protecteur contre l’obésité et la résistance à l’insuline. Par contre,
un article publié récemment par le même groupe rapporte qu’une surexpression
plus faible de l’apoC-l dans les souris ob/ob (ob/ob / APOC1÷/-) provoque une
diminution du poids, une augmentation des lipides, du glucose et de l’insuline
plasmatiques et par conséquent, une résistance sévère à l’insuline [79].
Étonnamment, les souris n’exprimant pas d’apoC-I (APOCI gene knock
out) ne présentent qu’une très modeste élévation des triglycérides plasmatiques
et aucune variation du cholestérol [80,81]. Lorsque ces souris sont soumises à
une diète riche en gras, le cholestérol plasmatique augmente comparé aux
souris témoins. Contrairement à ce qui était attendu, l’absence d’apoC-I
entraîne donc aussi une diminution de la captation des lipoprotéines.
Il est aussi mentionné dans la littérature que l’apoC-l protège les cellules
endothéliales des dommages causés par les LDL [82]. Curieusement, l’apoC-l
active par ailleurs une voie de signalisation (N-Smase-ceramide signaling
pathway) qui entraîne l’apoptose des cellules musculaires lisses de l’aorte et
cause ainsi une rupture de plaque in vivo [83]. Il est donc difficile de porter un
jugement sur l’effet, cardioprotecteur ou non, de l’apoC-l.
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2.4 L’apolipoprotéine C-l chez l’humain
La concentration plasmatique et la distribution parmi les lipoprotéines de
l’apoC-l ont été investiguées dans plusieurs études [84-951. L’expression de
l’apoC-l (comme l’apoC-ll et l’apoC-lll) augmente après la naissance [46]. Chez
l’humain normolipidémique à jeûn, la concentration plasmatique de l’apoC-l se
situe entre 4 et 9 mg/dL [85-881. En comparaion avec les individus
normolipidémiques, la concentration plasmatique de l’apoC-l est plus élevée
chez les patients 1) hypertriglycéridémiques souffrant d’une
hyperlipoprotéinémie de type llb, IV ou V mais non chez les patients
hypercholestérolémiques de type lIa [851, 2) hyperlipoprotéinémiques de type III
avec un surplus de résidus de lipoprotéines [89], 3) diabétiques [88],
4) déficients en glucose-6-phosphatase [90], 5) avec un défaut du rein ou
maintenus en hémodialyse [91]. Par ailleurs, la quantité d’apoC-l est réduite
chez les individus atteints de la maladie de Tangier et ayant une déficience en
HDL [92]. Il a aussi été démontré que les hommes normolipidémiques qui
développent une athérosclérose asymptomatique précoce, présentent un
enrichissement en apoC-l sur les chylomicrons et les VLDL post-prandiaux
(aucune augmentation exagérée des triglycérides) [93].
L’apoC-l se retrouve sur les HDL et les lipoprotéines riches en triglycérides
(TRL) nouvellement synthétisées [85,94-96]. La concentration plasmatique de
l’apoC-l n’est pas influencée par le niveau de triglycérides plasmatiques mais
après l’ingestion d’un repas riche en gras (100 g), la distribution de l’apoC-l
parmi les lipoprotéines varie significativment [95]. À jeûn, deux tiers de l’apoC-l
plasmatique sont associés avec les HDL et un tiers est distribué sur les TRL
[85]. En état post-prandial, la quantité d’apoC-l associée aux TRL augmente de
37% alors que celle associée aux HDL diminue de 8% [95].
Dans notre laboratoire, des expériences in vivo à l’aide d’un isotope stable
(leucine marquée avec deutérium) ont été effectuées chez des patients
normolipidémiques, hypertriglycéridémiques (HTG) et hyperlipidémiques
combinés (CHL) [14]. En comparaison avec les patients normolipidémiques, les
20
patients HTG et CHL présentaient une augmentation significative de la quantité
totale d’apoC-l plasmatique (7,9, 12,5, 12,4 mg/dL respectivment) causée par
une augmentation significative de la concentration de l’apoC-l associée aux
VLDL (0,3, 5,8 et 4,5 mg/dL respectivement). En comparaison avec les patients
normolipidémiques, les patients HTG et CHL montraient une augmentation
significative du taux de transport de l’apoC.i associée aux VLDL (0,24, 2,29 et
3,04 mg/kg.jour respectivement), mais aucun changement de son temps de
résidence (0,74, 1,76 et 0,69 jours respectivement). Ces résultats démontrent
une augmentation de la production de l’apoC-l associée aux VLDL chez les
patients hypertriglycéridémiques (avec ou sans LDL-cholestérol élevé). Enfin, le
niveau de l’apoC-l associée aux HDL est significativement inférieur chez les
patients HTG et CHL et son transport est inversement corrélé aux niveaux de
triglycérides (plasmatiques et associés aux VLDL).
Le gène APOCI présente peu d’anormalités chez l’humain. À ce jour, une
seule étude a rapporté le cas d’une déficience en apoC-l et apoC-lI chez des
patients atteints de chylomicronémie familiale [97]. En comparant ces patients
avec d’autres n’ayant qu’une déficience en apoC-Il, une diminution significative
du niveau de cholestérol estérifié, spécialement dans les HDL, a été observée.
Il existe aussi un polymorphisme Hpa I situé entre les gènes APOCI et
APOE [981. Ce site de restriction est produit par une insertion de 4 paires de
base (CGTT) et il est localisé à 317 paires de base en amont du site d’initiation
de la transcription du gène APOCI [99]. Xu et al. ont démontré que cette
insertion (allèle H2) est associée avec une augmentation significative de la
transcription du gène APOCI in vitro [99]. Pour expliquer ces résultats, ils
suggèrent que l’insertion prévient la liaison de certains facteurs d’inhibition de la
transcription entraînant une surexpression de l’apoC-l. Ces chercheurs ont
aussi démontré la présence d’un déséquilibre de liaison (association entre
allèles présentes en deux locus polymorphes) entre le site Hpa I et les allèles du
gène APOE: l’allèle Hi de l’APOCI est fortement associée à l’allèle E3 de
I’APOE alors que l’allèle H2 est liée aux allèles E2 et £4 [99]. Cette association
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est plus forte chez les Européens-Américans que chez les Africains-Américains.
Le plus faible déséquilibre de liaison entre les allèles de l’APOCI et de I’APOE
(chez les Africains-Américains) a permis d’observer l’effet indépendant du
polymorphisme de l’apoC-l. Les individus E31 E3 et porteurs de l’allèIe H2 ont un
niveau de triglycérides et d’apoB plus bas et un niveau de HDL plus élevé.
Enfin, des expériences effectuées dans notre laboratoire ont démontré un
déséquilibre de liaison entre les gènes APOCI et APOE chez les Canadiens
f rançais [100]. Les résultats de ces expériences suggèrent que la concentration
plasmatique de l’apoC-l est plus influencée par le génotype du gène APOE que
par le polymorphisme Hpa I du promoteur du gène APOCI. Enfin, puisque
l’allèle H2 de l’APOCI est associée à l’allèle 4 de I’APQE, il est proposé que ce
polymorphisme est un facteur de risque de la maladie d’Alzheimer [101,102].
III — Régulation des niveaux de I’apolipoprotéine C-I dans les
cellules hépatiques
1. Introduction
L’apolipoprotéine C-l joue un rôle important dans le métabolisme des
triglycérides et du cholestérol plasmatiques (voir chapitre Il, section 2.3).
Cependant, la régulation de la transcription, de la synthèse et de la sécrétion de
l’apoC-l par le foie demeure méconnue. Des expériences in vivo à l’aide d’un
isotope stable effectuées chez des patients hypertriglycéridémiques ont montré
une hausse de la production de l’apoC-l associée aux VLDL (voir chapitre Il,
section 2.4). Ces résultats suggèrent que le niveau de triglycérides hépatiques
est un déterminant de la production de l’apoC-l dans le foie.
Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons observé l’effet de différentes
conditions de culture sur les cellules HepG2 qui proviennent d’un
hépatocarcinome humain et sont considérées comme un excellent modèle des
hépatocytes humains [1031. Nous avons mesuré l’effet des lipoprotéines du
sérum humain, des triglycérides sous forme d’lntralipid@, d’un mélange de
cholestérol et de 25-hydroxycholestérol, du 25-hydroxycholestérol seul et de
l’atorvastatine sur la quantité de lipides cellulaires ainsi que sur la production
des apolipoprotéines C-l et E aux niveaux de l’ARNm et de la protéine. Les
résultats de ces expériences ont été confirmés avec des hépatocytes humains
en culture primaire.
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2. Matériel et méthodes
2.1 Culture des cellules HepG2 et des hépatocytes humains
Les cellules HepG2 ont été obtenues chez American Type Culture
Collection (Rockville, MD). Elles ont été maintenues dans un incubateur
humidifié (37°C, 5% de C02) et cultivées dans du Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) faible en glucose acheté chez Invitrogen (Burlington, Ontario).
Les milieux de croissance et d’expérimentation ont toujours été supplémentés
en NaHCO3 (3,7 gIl), acides aminés non-essentiels (100 jiM), pénicilline (100
UIml) et streptomycine (100 jig/ml). Pendant la croissance des cellules, du
sérum bovin foetal (FBS) acheté chez Sigma (St-Louis, MO) a été ajouté pour
avoir une concentration finale de 10% et le milieu a été remplacé tous les deux
à trois jours. Avant chaque expérience, les cellules ont subi une tripsinisation et
ont été transférées dans des plaques à six puits (environ un million de cellules
par puits). Le milieu d’expérimentation a été ajouté trois à cinq jours plus tard
lorsque les cellules ont atteint 70 à 80% de confluence.
Les hépatocytes primaires ont été isolés de patients ayant subi une
chirurgie du foie et nous ont été offerts par le Dr Marc Bilodeau avec l’accord du
Comité d’éthique de l’Hôpital St-Luc (Montréal, Québec) et le consentement des
patients. Les hépatocytes primaires en culture primaire ont été cultivés dans du
William media E acheté chez Invitrogen et supplémenté avec les mêmes additifs
que le milieu de croissance des cellules HepG2. Avant de recevoir les cellules,
les puits ont été enrobés avec une fine couche de collagène (5 tg rat tail
collagen type 11cm2) acheté chez BD Biosciences (Bedford, MA). La culture des
hépatocytes primaires ainsi que l’extraction des protéines et de l’ARNm pour
ces cellules ont été effectuées par Mme Geneviève Dubuc.
2.2 Effet de l’ajout de lipoprotéines dans le milieu de culture des cellules
HepG2 et des hépatocytes humains
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Le sérum humain a été isolé à partir de sang prélevé chez une femme
normolipidémique. Il a ensuite été divisé en quatre fractions de 10 ml chacune
auxquelles différentes concentrations de KBr ont été ajoutées afin d’obtenir les
densités suivantes: 1,25 g/ml, 1,063 g/ml, 1,019 g/ml et 1,006 g/ml. Les
fractions ont subi une ultracentrifugation (20 h à 312 000 g-force) et elles ont été
dialysées dans une solution saline physiologique (0,15 M) afin d’enlever toute
trace de KBr. Le sérum déficient en lipoprotéine (LPDS) a été obtenu à une
densité de 1,25 g/ml, le sérum contenant uniquement des HDL à une densité de
1,063 g!ml, le sérum contenant des LDL et des HDL à une densité de 1,019 g/ml
et le sérum complet à une densité de 1,006 g/ml [104]. La même procédure
d’isolement des lipoprotéines a été utilisée avec le FBS afin d’obtenir le LPDS
bovin.
Les cellules HepG2 ont été incubées 48 h dans un milieu d’expérimen
tation contenant 10% de LPDS humain, 10% de sérum humain avec HDL, 10%
de sérum humain avec LDL et HDL ou 10% de sérum humain complet. Après
cette période, le milieu a été retiré et les cellules ont été lavées deux fois dans 2
ml de phosphate-buffered saline (PBS). Du milieu frais sans sérum a enfin été
ajouté pour 24 h. Ce milieu a été utilisé pour le dosage des protéines.
Les hépatocytes humains en culture primaire ont été incubés 18 h dans un
milieu d’expérimentation contenant 50 FIM de mévastatine, 50 jiM de
mévalonolactone, avec 10% de LPDS bovin ou 10% de FBS.
2.3 Effet de l’ajout de triglycérides sur le milieu de culture des cellules
HepG2
Les cellules HepG2 ont été incubées 48 h dans un milieu
d’expérimentation contenant 10% de FBS et différentes concentrations de
triglycérides sous forme d’lntralipid© (0 jiM, 250 iM ou 625 jiM). L’lntralipid©,
obtenu chez Baxter(Toronto, Ontario), a été préalablement ultracentrifugé à une
densité de 1,006 g/ml pour isoler les larges particules riches en triglycérides.
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2.4 Effet de l’ajout de cholestérol dans le milieu de culture des cellules
HepG2
Les cellules HepG2 ont été incubées 18 h dans un milieu
d’expérimentation contenant 5% de LPDS bovin, 50 jiM de compactine, 50 jM
de mévalonolactone, avec ou sans un mélange de cholestérol (10 .ig/ml) et de
25-hydroxycholestérol (1 jig/ml). Dans une deuxième expérience, les cellules
HepG2 ont été incubées 48 h dans un milieu contenant 10% de LPDS bovin
avec ou sans 25-hydroxycholestérol (10 ig/ml). Le cholestérol, le 25-
hydroxycholestérol, la compactine et le mévalonolactone ont été achetés chez
Sigma. Avant d’être ajoutés aux cellules, les stérols ont été dissous dans
l’éthanol (10 jig/il).
2.5 Effet de l’ajout d’atorvastatine dans le milieu de culture des cellules
HepG2 et des hépatocytes humains
Les cellules HepG2 ont été pré-incubées dans un milieu contenant 10% de
LPDS bovin pour 24 h. Après cette période, le milieu a été remplacé par un
milieu d’expérimentation pour 48 h. Ce milieu contenait 10% de LPDS bovin
avec atorvastatine (10 iM) ou un mélange d’atorvastatine (10 11M) et de
mévalonolactone (2,5 mM) ou sans agent pharmaceutique. Les statines ont été
fournies par Parke-Davis Pharmaceuticals Research (Am Arbour, Ml) et elles
ont été dissoutes dans du méthanol (10 mM) avant d’être ajoutées aux cellules.
Après une pré-incubation de 12 h dans un milieu contenant 10% de LPDS
bovin, les hépatocytes humains en culture primaire ont été incubés 24 h dans un
milieu d’expérimentation contenant 1 11M atorvastatine (10 11M est toxique aux
cellules).
2.6 Extraction et quantification des lipides cellulaires
Les cellules ont été lavées trois fois avec 2 ml de PBS. Ensuite, les lipides
cellulaires ont été extraits en effectuant trois incubations d’une heure dans 1 ml
d’hexane/isopropanol (3:2, vol/vol), à la température ambiante et sous agitation
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douce [105]. Les lipides recueillis (3 ml) ont été centrifugés 10 min à 208 g-
force. Les surnageants ont été transférés dans de nouveaux tubes et évaporés
sous jet d’azote gazeux dans un bain d’eau à 37°C. Le cholestérol total et les
triglycérides ont été quantifiés par réaction enzymatique en utilisant les réactifs
et standards de Roche Diagnostics (lndianapolis, IN). La lecture des densités
optiques s’est faite à 500 nm pour le cholestérol et à 505 nm pour les
triglycérides. Les lipides du FBS, du sérum humain et de l’lntralipid© ont aussi
été mesurés de façon enzymatique.
2.7 Extraction et quantification des protéines
Les milieux d’expérimentation ont été collectés et les apolipoprotéines s’y
trouvant ont été quantifiées par enzyme-Iinked immunosorbent assay (ELISA)
[106]. En résumé, des anticorps polyclonaux de chèvre obtenus chez Biodesign
International (Saco, ME) ont été déposés dans les puits des plaques et se sont
accrochés au plastique. Après avoir lavé les plaques avec un tampon PBS (10
mM pH 7,4) contenant du tween (0,5 ml/l), un tampon PBS avec caséine (1 g/l)
et merthiolate (0,1 g/l) a été ajouté aux puits afin de bloquer les sites non-
spécifiques. Les échantillons, préalablement dilués dans un tampon PBS avec
caséine (1 gIl), merthiolate (0,1 g/l) et tween (0,5m1/l), ont ensuite été appliqués
et les apolipoprotéines spécifiques se sont accrochées aux anticorps. Après
avoir lavé les plaques, des anticorps polyclonaux de chèvre conjugués à la
horseradish peroxidase achetés chez Academy Bio-Medical Company inc.
(Houston, TX) ont été ajoutés aux puits et se sont liés aux apolipoprotéines déjà
fixées. Les plaques ont été lavées une dernière fois et un tampon
citrate/phosphate (à pH 5,6 avec de l’O-Phenylenediamine et du H202) a été
ajouté pour permettre de développer la plaque. Une fois la coloration désirée
atteinte, la réaction a été arrêtée en appliquant une solution de H2S04 (2,5 M) à
tous les puits. La lecture des plaques au spectrophotomètre s’est effectuée à
490 nm. Les apolipoprotéines cellulaires ont aussi été quantifiées par ELISA.
Les cellules ont été lavées trois fois avec 2 ml de PBS et récoltées. Elles ont
ensuite été dissoutes dans un tampon de lyse (50 mM TRIS-Base, 150 mM KCI
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et 1% Tween). Elles ont enfin été centrifugées et le surnageant recueilli a été
mélangé au tampon de dilution susmentionné.
Afin de mesurer les protéines cellulaires totales, les cellules ont été lavées
avec du PBS et solubilisées dans du NaOH (0,1 M). Les protéines ont ensuite
été quantifiées selon la technique de Lowry et aI. [107], en utilisant l’albumine
bovine comme standard.
2.8 Extraction et quantification de l’ARN messager
L’ARNm a été extrait avec du Trizol© selon les instructions du fournisseur
Invitrogen et ensuite quantifié en utilisant un spectrophotomètre (à 260 nm et
280 nm). La qualité de l’ARNm a été vérifiée sur gel d’agarose 1% (tampon
TAE iX). Ensuite, une réaction de transcription inverse a été faite pour obtenir
de l’ADN complémentaire (ADNc). L’ADNc a été amplifié avec une polymerase
chain reaction (PCR) en temps réel en utilisant le mastermix SYBR green
obtenu chez Qiagen (Mississauga, Ontario). Les résultats ont été analysés
avec le software Mx4000. Le S14, une protéine ribosomale humaine, a été
utilisé comme standard. Les amorces pour amplifier le gène S14
(5’ : TGCAGAAATGGCACCTCGAA et 3’: TGCCTTTACCTTCATCCCACCA), le
gène APOC-I (5’: CTTGGAAGGCCCAGCCC et 3’: ATCTTGAGTTTCTCCTCC
ACTTTCTG) et le gène APOE (5’: CCCGGCTGGGCGCGGACATGGAGGAC
GTTT et 3’: GGGGGATCCTCGCGGGCCCCGGCCTGGTACA) ont été
obtenues avec le programme Primer 3 et synthétisées par Invitrogen.
2.9 Analyse statistique
Les moyennes ± écart-type (SD) de la concentration des échantillons ont
été comparées avec un t-test de Student.
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3. Résultats
3.1 Effet de l’ajout de lipoprotéines dans le milieu de culture des cellules
HepG2 et des hépatocytes humains
L’effet des lipoprotéines humaines sur la production des apolipoprotéines
C-l et E par les cellules HepG2 a été étudié en incubant les cellules 48 h dans
un milieu de culture contenant 10% de LPDS humain ou 10% de sérum humain
complet. Avant leur ajout dans le milieu de culture, la concentration de
triglycérides et de cholestérol des deux sérums a été dosée afin de connaître la
quantité réelle de lipides ajoutés aux cellules. Le LPDS avait 0,01 mmol/l de
triglycérides et 0,10 mmol/l de cholestérol, alors que le sérum complet avait
0,5 mmol/l de triglycérides et 4,2 mmol/l de cholestérol. Les cellules ont ensuite
été lavées et incubées 24 h dans un milieu de culture sans sérum. Après 36
heures, les cellules incubées en présence de lipoprotéines présentaient un
niveau de triglycérides et de cholestérol cellulaires significativement supérieur
(22%, P < 0,05 et 19%, P < 0,01, respectivement) à celui des cellules incubées
dans le LPDS (graphique A, figure 3). Récolté après 24 h de culture sans
sérum, le milieu des cellules préalablement incubées dans le sérum humain
complet avaient une concentration significativement plus élevée des
apolipoprotéines C-l et E (2,6 fois, P < 0,001 et 2,9 fois, P < 0,001,
respectivement) (graphiques B et C, figure 3). Ces cellules montraient aussi
une concentration d’apoC-l cellulaire faiblement mais significativement
augmentée (8%, P < 0,01) mais aucune variation de l’apoE cellulaire
(graphiques B et C, figure 3). Enfin, aucune différence significative du niveau
d’ARNm de l’apoC-l ou de l’apoE n’a été observée entre les deux conditions
d’expérimentation (graphique D, figure 3).
Afin d’investiguer l’effet de lipoprotéines spécifiques sur le métabolisme
des lipides cellulaires et celui des apolipoprotéines C-l et E, le sérum humain a
été fractionné par ultracentrifugation. Cela a permis d’effectuer une
comparaison entre des cellules HepG2 incubées dans un milieu de culture
contenant 10% de sérum déficient en lipoprotéines (LPDS humain),
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Figure 3 — Effet de l’ajout de lipoprotéines humaines dans le milieu de culture
des cellules HepG2. Les cellules ont été incubées 48 h dans un milieu
d’expérimentation contenant 10% de LPDS humain (gris) ou 10% de sérum
humain complet (bleu). Du milieu frais sans sérum a ensuite été ajouté pour 24
h et a servi pour le dosage des protéines. Les résultats représentent la
moyenne ± SD pour 6 puits et sont représentatifs de plusieurs expériences.














































10% de sérum avec uniquement des HDL (LPDS humain + HDL) ou 10% de
sérum contenant des LDL et des HDL (LPDS humain + LDL et HDL) (tableau 2).
La concentration lipidique du sérum avec uniquement des HDL (triglycérides:
0,04 mmol/l, cholestérol: 1,11 mmol/l) et sérum contenant des LDL et des HDL
(triglycérides: 0,13 mmol/l, cholestérol: 2,50 mmol/l) a été dosée avant qu’ils ne
soient dilués dans le milieu de culture. Ces concentrations ont été choisies afin
d’obtenir des niveaux de HDL et de LDL comparables à ce que l’on retrouve
dans 10% de sérum humain complet.
La présence de HDL dans le milieu entraîne une augmentation
significative des lipides et des apolipoprotéines C-l et E (dans les cellules et
dans le milieu) mais aucun changement du niveau d’ARNm. Des changements
similaires sont observés lorsque les cellules sont incubées en présence de LDL
et de HDL, à l’exception d’une augmentation plus importante de l’apoE dans le
milieu. Ces résultats démontrent tout d’abord que l’effet des lipoprotéines du
sérum humain sur la synthèse et la sécrétion des apolipoprotéines C-I et E par
les cellules HepG2 n’est pas dû à la présence des lipoprotéines riches en
triglycérides (VLDL et IDL). Les lipoprotéines riches en cholestérol (HDL et
LDL) ont été capables d’enrichir les cellules de lipides et d’augmenter la
production des apolipoprotéines C-l et E. Enfin, ces résultats démontrent que
les lipoprotéines ont la capacité d’augmenter significativment la production
d’apoC-I et d’apoE sans toutefois avoir un effet sur le niveau d’ARNm de ces
apolipoprotéines.
Les lipoprotéines ont un effet comparable sur les hépatocytes humains en
culture primaire qui ont été incubés 18 h dans un milieu contenant 10% de
LPDS bovin ou 10% de FBS (tableau 3). En présence de lipoprotéines, les
hépatocytes montrent une augmentation de 16% du cholestérol cellulaire et une
diminution des triglycérides (29%, P < 0,01). Les lipoprotéines entraînent aussi
une augmentation des apolipoprotéines C-I et E dans le milieu (165% et 46%
respectivement, P< 0,001) mais n’affectent pas le niveau d’ARNm.
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Les cellules ont été incubées 48 h dans un milieu d’expérimentation contenant
10% de LPDS humain, 10% de sérum humain avec HDL, 10% de sérum humain
avec LDL et HDL ou 10% de sérum humain complet. Du milieu frais sans
sérum a ensuite été ajouté pour 24 h et a servi pour le dosage des protéines.
Les résultats représentent la moyenne ± SD pour 6 puits et sont représentatifs
de plusieurs expériences. Significativement différent du milieu avec LPDS par t-












Tableau 3 — Effet des lipoprotéines bovines sur les hépatocytes humains en
culture primaire
LPDS bovin FBS
Cellulaire Triglycérides (ig/mg) 200 ± 25 142 ±4 **
Cholestérol Qig/mg) 15,1 ± 1,0 17,5 ± 1,9
Milieu ApoC-I (pmol/mg) 12,8 ± 1,6 33,9 ± 3,4
ApoE (pmol/mg) 15,7 ± 0,5 23,0 ± 1,8
ARNm ApoC-l (comparé au 1,0±0,1 1,3 ±0,2
ApoE (comparé au 1,0 ± 0,1 1,0 ± 0,6
Les hépatocytes humains en culture primaire ont été incubés 18 h dans un
milieu d’expérimentation contenant 50 l.tM de mévastatine, 50 jiM de
mévalonolactone, avec 10% de LPDS bovin ou 10% de FBS. Les résultats
représentent la moyenne ± SD pour 3 puits. Significativement différent par t-
test: ** P< 0,01; P< 0,001.
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3.2 Effet de l’ajout de triglycérides dans le milieu de culture des cellules
HepG2
Pour confirmer que les triglycérides n’étaient pas responsables de
l’augmentation de la production des apolipoprotéines C-l et E par les cellules
HepG2, les cellules ont été incubées dans un milieu contenant 10% de FBS et
différentes concentrations de triglycérides (0 jiM, 250 11M, or 625 jiM) sous
forme d’lntralipid©. Dans les cellules, les triglycérides ont augmenté
significativement (2,3 fois avec 250 11M et 2,8 fois avec 625 jiM, P < 0,001),
alors que le cholestérol a diminué (21% avec 250 jiM, P < 0,05 et 32% avec 625
jiM, P < 0,01) (graphique A, figure 4). La quantité d’apoC-l dans les cellules et
dans le milieu a aussi diminué. En présence de 625 FIM de triglycérides, le
niveau d’apoC-l a diminué de 24% dans les cellules (P< 0,01) et de 26% dans
le milieu (P < 0,001) (graphique B, figure 4). L’effet de l’lntralipid© sur la
production de l’apoE était moins évident mais tout de même significatif, avec
une diminution de 15% dans les cellules et une augmentation de 11% dans le
milieu (graphique C, figure 4). Enfin, aucune différence significative du niveau
d’ARNm de l’apoC-l ou de l’apoE n’a été observée (graphique D, figure 4).
L’lntralipid© est une émulsion de lipides à base d’huile de soja et de
lécithine d’oeuf purifiée, mais elle contient aussi de la glycérine anhydre. Afin de
s’assurer que l’effet de l’lntralipid© sur les cellules HepG2 était bien dû à
l’émulsion de triglycérides et non à la présence de glycérol dans le composé, les
cellules HepG2 ont été incubées 48 h dans un milieu d’expérimentation
contenant 10 mM de glycérol (résultats non présentés). Aucun changement
significatif du cholestérol et des triglycérides cellulaires ainsi que des
apolipoprotéines C-l et E (quantité dans les cellules et le milieu, et niveau
d’ARNm) n’a été observé. Par conséquent, l’effet observé sur les cellules
HepG2 après ajout des triglycérides sous forme d’lntralipid© est bien dû à
















Figure 4 — Effet de l’ajout de triglycérides dans le milieu de culture des cellules
HepG2. Les cellules ont été incubées 48 h dans un milieu d’expérimentation
contenant 10% de FBS et différentes concentrations de triglycérides sous forme
d’lntralipid©: O iM (gris), 250 iiM (bleu pâle) ou 625 tiM (bleu foncé). Les
résultats représentent la moyenne ± SD pour 6 puits et sont représentatifs de
plusieurs expériences. Significativement différent du milieu avec O jiM de













































3.3 Effet de l’ajout de cholestérol dans le milieu de culture des cellules
HepG2
Les résultats susmentionnés obtenus avec l’lntralipid© supportent le
concept qu’une augmentation du niveau de triglycérides intra- ou extracellulaires
n’entraîne pas une augmentation de la production de l’apoC-l par les cellules
HepG2. Ces résultats suggèrent aussi que la production de l’apoC-l est plutôt
liée à la quantité de cholestérol présente dans les cellules. Pour vérifier cette
hypothèse, les cellules HepG2 ont été incubées dans un mélange de stérols (10
jig/ml de cholestérol et 1 j.ig/ml de 25-hydroxycholestérol) connu pour enrichir
les cellules de cholestérol [108]. Effectivement, la quantité de cholestérol
cellulaire a augmenté significativement de 21% (P < 0,001) tandis que les
triglycérides ont diminué de 21% (P < 0,001) (graphique A, figure 5). Dans le
milieu des cellules incubées en présence de stérols, la concentration d’apoC-l et
d’apoE était aussi plus élevée de 38% et 123% respectivement (graphique B et
C, figure 5). Encore une fois, aucun changement du niveau d’ARNm de l’apoC-l
ou de l’apoE n’a été observé (graphique D, figure 5).
L’effet du 25-hydroxycholestérol seul a aussi été vérifié. Les cellules
HepG2 incubées en présence de 25-hydroxycholestérol (10 tg/ml) ont montré
une diminution significative du cholestérol cellulaire (26%, P< 0,01) (graphique
A, figure 6) et de l’apoC-l dans le milieu (28%, P< 0,01) (graphique B, figure 6).
Par contre, en présence de 25-hydroxycholestérol, la quantité d’apoE dans le
milieu a significativement augmenté (graphique C, figure 6). À l’intérieur des
cellules, le 25-hydroxycholestérol a causé une augmentation significative des
apolipoprotéines C-l et E (graphiques B et C, figure 6). Enfin, le niveau d’ARNm




















































Figure 5 — Effet de l’ajout d’un mélange de stérols dans le milieu de culture des
cellules HepG2. Les cellules HepG2 ont été incubées 18 h dans un milieu
d’expérimentation contenant 5% de LPDS bovin, 50 jiM de compactine, 50 jiM
de mévalonolactone, avec (gris) ou sans (bleu) un mélange de cholestérol (10
jig/ml) et de 25-hydroxycholestérol (1 .ig/ml). Les résultats représentent la




Figure 6 — Effet de l’ajout de 25-hydroxycholestérol dans le milieu de culture des
cellules HepG2. Les cellules HepG2 ont été incubées 48 h dans un milieu
d’expérimentation contenant 10% de LPDS (gris) ou 10% de LPDS et 10 ig/ml
de 25-hydroxycholestérol (bleu). Les résultats représentent la moyenne ± SD
pour 6 puits et sont représentatifs de plusieurs expériences. Significativement































































3.4 Effet de l’ajout d’atorvastatine dans le milieu de culture des cellules
HepG2 et des hépatocytes humains
Afin de confirmer le lien entre le cholestérol intracellulaire et la production
de l’apoC-l, les cellules HepG2 ont été incubées en présence d’atorvastatine (10
jiM) qui a la capacité d’inhiber l’HMG-CoA réductase, une enzyme responsable
de la synthèse du cholestérol cellulaire [109]. Les cellules HepG2 ont aussi été
incubées dans un mélange d’atorvastatine (10 jiM) et de mévalonolactone (2,5
mM), un composé qui permet d’abolir l’effet de l’atorvastatine [109]. En
comparaison avec les cellules non traitées, les cellules traitées avec
atorvastatine avaient un niveau de cholestérol cellulaire significativement
inférieur (24%, P < 0,05) et de triglycérides significativement supérieur (28%, P
< 0,05) (graphique A, figure 7). Cet effet a été renversé par l’ajout du
mévalonolactone (graphique A, figure 7). Les cellules traitées avec
l’atorvastatine montraient également une diminution de la quantité des
apolipoprotéines C-l et E dans le milieu (20% et 13% respectivment, P < 0,05).
Cet effet a aussi été aboli par l’addition de mévalonolactone (graphiques B et C,
figure 7). Enfin, l’atorvastatine n’a pas influencé la quantité cellulaire des
apolipoprotéines C-l et E (graphiques B et C, figure 7) de même que leur niveau























































Figure 7 — Effet de l’ajout d’atorvastatine dans le milieu de culture des cellules
HepG2. Après une pré-incubation dans un milieu contenant 10% de LPDS
bovin pour 24 h, le milieu a été remplacé par un milieu d’expérimentation pour
48 h. Ce milieu contenait 10% de LPDS sans atorvastatine (gris), avec 10 tM
d’atorvastatine (bleu pâle) ou avec 10 tM d’atorvastatine et 2,5 mM de
mévalonolactone (bleu foncé). Les résultats représentent la moyenne ± SD
pour 6 puits et sont représentatifs de plusieurs expériences. Significativement
différent par t-test: * P < 0,05.
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L’atorvastatine a un effet semblable sur les hépatocytes humains en
culture primaire (tableau 4). Après une pré-incubation de 12 h dans un milieu
contenant 10% de LPDS bovin, les hépatocytes humains ont été incubés 24 h
dans un milieu d’expérimentation contenant 1 11M d’atorvastatine. Différentes
de celles employées pour traiter les cellules HepG2, cette durée d’incubation et
cette concentration d’atorvastatine ont dû être adoptées, car des expériences
préliminaires ont démontré que les hépatocytes humains en culture primaire
sont très fragiles. L’atorvastatine a causé une diminution du cholestérol
cellulaire de 15% associée à une diminution des apolipoprotéines C-l et E dans
le milieu (23% et 22% respectivement, P < 0,001). Comme attendu,
l’atorvastatine n’a pas affecté le niveau d’ARNm de l’apoC-l mais étonnamment,
a entraîné une diminution de l’ARNm de l’apoE (P< 0,05).
Tableau 4 — Effet de l’atorvastatine sur les hépatocytes humains en culture
primaire
LPDS LPDS avec 1 jiMd’atorvastatine
12,0 ± 0,7Cellulaire Cholestérol Qig/mg) 14,1 ±0,9
Milieu ApoC-l (pmol/mg) 15,7±0,9 12,1 ±0,6***
ApoE (pmol/mg) 16,5 ± 0,6 12,8 ± 0,6
ARNm ApoC-l (comparé au S14) 1,0 ± 0,7 1,1 ± 0,4
ApoE (comparé au S14) 1,0 ± 0,1 0,4 ± 0,2*
Après une pré-incubation de 12 h dans un milieu contenant 10% de LPDS
bovin, les hépatocytes humains en culture primaire ont été incubés 24 h dans un
milieu d’expérimentation contenant 1 11M atorvastatine. Les résultats
représentent la moyenne ± SD pour 3 puits. Significativement différent par t-
test: * P< 0,05; ‘ P< 0,001.
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4. Discussion
Une étude in vivo effectuée dans notre laboratoire a démontré une
augmentation de la production de l’apoC-I associée aux VLDL chez les individus
hypertriglycéridémiques (voir chapitre Il, section 2.4). Basé sur ces résultats,
nous avons initialement émis l’hypothèse que la quantité de triglycérides
hépatiques est un important déterminant de la synthèse et de la sécrétion de
l’apoC-l dans le foie. Cependant, les résultats présentés dans ce chapitre ne
supportent pas cette hypothèse. En effet, différentes expériences réalisées
avec des cellules HepG2 et des hépatocytes humains en culture primaire ont
démontré que la production hépatique de l’apoC-l est plutôt dépendante du
niveau de cholestérol dans le foie.
Des essais préliminaires ont confirmé que la synthèse et la sécrétion de
l’apoC-l sont accrues lorsque des lipoprotéines sont ajoutées au milieu de
culture des cellules HepG2 et des hépatocytes humains en culture primaire.
Les différentes classes de lipoprotéines ont ensuite été séparées du sérum
humain afin d’observer l’effet de chacune d’entre elles sur la production de
l’apoC-l par les cellules HepG2. Subséquemment, il a été démontré que les
lipoprotéines riches en cholestérol, telles les LDL et les HDL, sont les plus aptes
à augmenter le niveau de lipides cellulaires ainsi que la concentration de
l’apoC-l dans les cellules et le milieu. Les lipoprotéines riches en triglycérides,
comme les VLDL et les IDL, ne semblent pas être responsables de l’effet
stimulant la production de l’apoC-l observé lors de l’ajout du sérum humain
complet. Afin d’appuyer cette proposition, une émulsion de triglycérides (625
11M) sous forme d’lntralipid© a été ajoutée au milieu des cellules HepG2 et a
causé une augmentation significative des triglycérides cellulaires opposée à une
diminution significative du cholestérol ainsi que du niveau de l’apoC-I dans les
cellules et le milieu. Ces résultats suggèrent une fois de plus que la production
hépatique de l’apoC-l est dépendante du niveau cellulaire de cholestérol plutôt
que de triglycérides. Pour soutenir cette hypothèse, différents milieux
d’expérimentation ayant pour effet d’augmenter significativement le niveau de
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cholestérol cellulaire (avec le mélange de cholestérol et de 25-
hydroxycholestérol) ou de le diminuer (avec le 25-hydroxycholestérol ou
l’atorvastatine) ont été testés. Ces expériences ont confirmé que la production
de l’apoC-l par les cellules HepG2 et les hépatocytes humains en culture
primaire est reliée positivement à la quantité de cholestérol dans les cellules et
non à la quantité de triglycérides. Enfin, dans toutes les expériences effectuées
au cours de ce projet de maîtrise, aucun changement significatif du niveau
d’ARNm de l’apoC-l n’a été observé, ce qui illustre l’importance des
mécanismes post-transcriptionnels dans la régulation de la synthèse et de la
sécrétion de l’apoC-l par les cellules hépatiques.
Contrairement aux rôles biologiques de l’apoC-l qui sont maintenant mieux
déterminés, les facteurs affectant la synthèse et la sécrétion de cette
apolipoprotéine demeurent peu connus. Plusieurs chercheurs ont proposé que
la production de l’apoC-l est régulée de manière coordonnée avec celle de
l’apoE (voir chapitre Il, section 2.3). Sur le chromosome 19, les gènes APOCI et
APOE sont séparés de quelques 5 300 paires de base et ils sont dans la même
orientation transcriptionnelle [33]. Les deux gènes contiennent quatre exons et
trois introns situés à la même position, et cela suggère qu’ils ont évolués à partir
d’un ancêtre commun [35]. Dans le foie, deux régions de contrôle hépatique
(HCR.1 et HCR.2) sont essentielles à leur transcription [37-40]. Dans le tissu
adipeux et les macrophages, leur expression est régulée par deux
multienhancers (ME.1 et ME.2) [34]. De plus, des éléments de réponse aux
récepteurs nucléaires FXR et LXR sont retrouvés dans les HCR et les ME
respectivement [41-43]. Par ailleurs, la région située entre les gènes APOCI et
APOE contient un élément de réponse aux PPARy fonctionnel [44]. Cependant,
les fibrates, agonistes de PPARQ, n’affectent pas l’expression des deux gènes
[45]. Les gènes APOCI et APOE partagent donc beaucoup de similarités quant
à leur conformation et leur régulation. Cependant, dans les expériences
présentées dans ce chapitre, le niveau d’ARNm des apolipoprotéines C-l et E
ne varie jamais même si la quantité de ces deux apolipoprotéines dans les
cellules et le milieu varie significativement. Ces résultats indiquent que la
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production des apolipoprotéines C-l et E par les cellules hépatiques peut être
contrôlée à un niveau post-transcriptionnel, et ils n’excluent pas la possibilité
que les deux protéines soient régulées de manière coordonnée.
La régulation post-transcriptionnelle de l’apoE est beaucoup discutée dans
la littérature. Plusieurs laboratoires ont établi que la production de l’apoE par
les macrophages est contrôlée par différents mécanismes post
transcriptionnels. Tout d’abord, Wenner et al. ont démontré que l’apoE est
ubiquitinée pour être ensuite dégradée dans le protéosome des macrophages
[110]. En présence d’un inhibiteur de la dégradation protéosomale comme le
lactacystin, l’apoE ubiquitinée s’accumule dans les cellules. Par la suite,
d’autres ont montré qu’une portion importante de l’apoE nouvellement
synthétisée par les macrophages est dégradée avant d’être sécrétée [1 1 1,1 12].
Les travaux de Mazzone et al. ont démontré que les macrophages incubés avec
des HDL3 humaines ou des vésicules de phosphatidylcholines présentent une
augmentation de la sécrétion de l’apoE (sans altération du taux de recapture de
cette protéine) ainsi qu’une diminution de la dégradation de l’apoE nouvellement
synthétisée [111]. Ces résultats suggèrent que les molécules d’apoE,
regroupées à la surface des macrophages, sont relâchées en présence d’un
accepteur lipidique extracellulaire comme les lipoprotéines ou les vésicules de
phospholipides. Duan et al. ont confirmé qu’une incubation des macrophages
avec des stérols empêche la dégradation de l’apoE située dans la membrane
cellulaire et stimule ainsi la sécrétion d’apoE [113]. Duan et al. ont aussi
déterminé la nature du signal généré par les lipoprotéines qui induit l’inhibition
de la dégradation intracellulaire, Ils ont découvert que l’effet des stérols sur la
dégradation de l’apoE requiert la présence du domaine C-terminal de l’apoE,
aussi essentiel à la liaison de l’apoE avec les lipoprotéines et le LDL-R. Leurs
travaux suggèrent que l’interaction du domaine C-terminal de l’apoE avec les
lipides altère la conformation du domaine et empêche ainsi la dégration de
l’apoE.
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La régulation post-transcriptionnelle de l’apoE dans les hépatocytes a
aussi été étudiée. Comme pour les macrophages, Wenner et al. ont établi que
l’apoE subit une dégradation protéosomale dans les cellules HepG2 [1101. De
plus, à l’instar des macrophages, une quantité importante de l’apoE
nouvellement synthétisée par les cellules HepG2 n’est pas sécrétée et demeure
associée à la surface des cellules [1141. La présence de HDL dans le milieu
des cellules HepG2 augmente la sécrétion et diminue la dégradation de l’apoE
[114]. Par ailleurs, les expériences de Craig et al. avec les cellules HepG2 ont
démontré qu’une incubation en présence de résidus de chylomicrons ou de 13-
VLDL stimule la sécrétion de l’apoE, contrairement à une incubation avec des
acides gras qui cause une faible diminution de la sécrétion [1151. Par
conséquent, ces résultats suggèrent que le cholestérol présent dans les résidus
de chylomicrons et les 13-VLDL est nécessaire pour stimuler la synthèse et la
sécrétion de l’apoE. Les travaux de Teramoto et al. ont confirmé que les
cellules HepG2 incubées en présence de résidus de chylomicrons montrent une
augmentation de l’apoE dans leur milieu sans variation du niveau d’ARNm de
l’apoE [1161. Enfin, Shui et al. ont incubé les cellules HepG2 avec des LDL et ils
ont observé une augmentation significative de la sécrétion de l’apoE sans aucun
changement du niveau d’ARNm [117]. Ces résultats indiquent que dans les
cellules HepG2 comme dans les macrophages, la production de l’apoE est
régulée de manière post-transcriptionnelle par le cholestérol.
Cette conclusion concorde avec nos résultats, puisque lorsque nous avons
incubé les cellules HepG2 avec des lipoprotéines riches en cholestérol (LDL et
HDL), nous avons observé une augmentation significative de l’apoE dans les
cellules et dans le milieu sans changement du niveau d’ARNm. En présence de
cholestérol ou de 25-hydroxycholestérol, nous avons aussi observé une
augmentation de la quantité d’apoE dans le milieu sans variation de l’ARNm.
Cette sécrétion accrue en présence de cholestérol est probablement une
conséquence de l’inhibition de la dégradation protéosomale. Cependant,
d’autres mécanismes peuvent être impliqués et il demeure essentiel de les
déterminer.
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À ce jour, aucune publication n’éclaircit la régulation de la production de
l’apoC-l dans les cellules HepG2. Les résultats de ce chapitre montrent que
l’apoC-l augmente dans les cellules et le milieu en présence de lipoprotéines
riches en cholestérol (LDL et HDL) ou d’un mélange de cholestérol et de 25-
hydroxcholestérol. Il reste essentiel de déterminer si la dégradation
protéosomale de l’apoC-l nouvellement synthétisée est un mécanisme
contrôlant sa production nette dans les cellules HepG2 ainsi que dans les autres
types cellulaires.
Dans un même ordre d’idées, nous avons observé qu’incuber les cellules
HepG2 avec de l’atorvastatine cause une réduction du cholestérol cellulaire
ainsi que de la sécrétion de l’apoC-l et de l’apoE. Des expériences effectuées
dans notre laboratoire ont démontré que l’atorvastatine a un effet similiaire sur
les macrophages THP-1 [118]. Chez les patients hypertriglycéridémiques,
l’atorvastatine a causé une importante diminution de la concentration de l’apoE
(plasma total ou associée aux VLDL) et du taux de production de l’apoE (plasma
total ou associée aux VLDL) [119]. Ces résultats suggèrent que dans le foie, le
niveau de cholestérol cellulaire joue un rôle central dans la régulation de la
sécrétion des apolipoprotéines C-l et E et cela se produit de manière
indépendante de la transcription des gènes APOEet APOCI. Plusieurs groupes
ont déjà établi que les statines diminuent le taux d’apoB sécrétée par les
cellules HepG2 et ce, sans affecter la transcription du gène APOB [120,121].
Subséquemment, il a été proposé que l’atorvastatine emprunte un mécanisme
qui active la dégradation protéosomale de l’apoB dans les hépatocytes [121]. lI
est donc vraisemblable que la régulation hépatique de la production de l’apoE et
de l’apoC-l emprunte le même mécanisme et se produit en même temps et au
même endroit que la dégradation de l’apoB. Cette voie de régulation est peut
être aussi très importante pour contrôler la sécrétion hépatique des triglycérides
et des VLDL.
En résumé, les résultats présentés dans cette première partie de mémoire
démontrent que le niveau de cholestérol cellulaire, plutôt que de triglycérides,
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joue un rôle crucial dans le contrôle de la production de l’apoC-l et que cette
régulation s’effectue de manière post-transcriptionnelle. Puisque, comme
l’apoB, l’apoE est dégradée dans le protéosome et que cette dégradation
permet de contrôler la sécrétion hépatique de cette protéine, notre hypothèse
est que la sécrétion de l’apoC-l est contrôlée de la même façon. Des
expériences additionnelles devront donc être effectuées afin de vérifier cette
possibilité.
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IV. Effet d’une surexpression de l’apoC-l dans les cellules
HepG2
7. Introduction
Depuis une trentaine d’années, plusieurs chercheurs ont participé à
l’identification des fonctions biologiques de l’apoC-l dans le plasma (voir
chapitre Il, section 2.3). Le rôle le plus important découvert jusqu’à présent
demeure sa capacité d’inhiber la captation des lipoprotéines riches en
triglycérides par le foie. Elle inhibe aussi la captation des acides gras
plasmatiques par les adipocytes. Par ailleurs, l’apoC-l a une fonction de
cofacteur pour différents enzymes impliquées dans le métabolisme des lipides:
elle active la LCAT et inhibe la lipoprotéine lipase, la lipase hépatique et la
CETP. Cependant, d’autres études sont nécessaires afin de mieux comprendre
l’effet de l’apoC-l sur les lipides intracellulaires ainsi que sur la production et le
catabolisme des apolipoprotéines.
Le but d’une surexpression de l’apoC-l dans les cellules HepG2 était donc
d’étudier l’effet de l’apoC-l endogène sur le métabolisme des lipides
intracellulaires de même que sur les principales apolipoprotéines synthétisées et
sécrétées par le foie (apoB, apoC-lIl, apoE et apoA-l). De plus, nous avons
observé l’effet de cette surexpression sur le niveau d’ARNm de l’apoE et des
récepteurs LDL, LRP et VLDL.
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2. Matériel et méthodes
2.1 Construction du plasmide
Des bactéries Escherichia cou transportant le vecteur pUCI-A4 ont été
obtenues chez American Type Culture Collection. pUCI-A4 est un plasmide
pUC8 qui contient le gène humain APOCI (0,42 kb), un gène de résistance à
l’ampicilline et différents sites de restriction. Les bactéries ont été réhydratées
dans du milieu Luria-Bertani (LB) contenant 50 tig/ml d’ampicilline obtenue chez
Stratagene (Montréal, Québec). Pour confirmer la présence du gène APOCI,
l’ADN plasmidique d’une traction des bactéries a été extrait à l’aide d’un
QlAprep Spin Minïprep Kit obtenu chez Qiagen, digéré par les enzymes de
restriction EcoRI et HindIlI (1h à 37°C) et soumis à une électrophorèse sur gel
d’agarose à 1,2% (dans tampon TAE iX, 40 min à 80 volts). La fraction
restante des bactéries a été multipliée. Ensuite, une quantité importante d’ADN
plasmidique a été purifiée à l’aide d’un Plasmid midi/maxi kit acheté chez
Qiagen et quantifiée par une lecture au spectrophotomètre à 260 et 280 nm. La
présence du gène APOCI a été reconfirmée avec les mêmes enzymes de
restriction.
Les plasmides pUC8 sont utilisés uniquement pour les transformations
bactériennes. Par conséquent, le gène APOCI a dû être transféré sur un
plasmide pcDNA3 permettant l’expression dans les cellules de mammifères.
Obtenu chez Invitrogen, le pcDNA3 contient les promoteurs CMV, T7 et Sp6,
plusieurs sites de restriction ainsi que des gènes de résistance à l’ampicilline et
à la néomycine. Afin d’être linéarisé, les deux vecteurs ont été digérés par des
enzymes de restriction (pUC8 HindIlI et pcDNA3: BamHl et Ec0RV) et soumis
à une électrophorèse sur gel d’agarose à 1,2%. Les bandes d’intérêts ont été
récupérées et purifiées à l’aide d’un QuA quick Gel Extraction Kit acheté chez
Qiagen.
Par la suite, les extrémités cohésives du plasmide pUC8 linéarisé ont été
transformées en extrémités non-cohésives (blunt ends). L’ADN a été incubé
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avec une polymérase (large fragment DNA poIl) et des dNTPs dans un tampon
Klenow (30 min à 3000 et 10 min à 75°C pour inactivation de l’enzyme). Après
électrophorèse, les bandes d’ADN ayant des extrémités non-cohésives ont été
purifiées. Afin d’éviter une recircularisation de l’ADN plasmidique, les extrémités
ont été phosphorylées avec une kinase (T4 kinase) et de I’ATP (1 h à 37°C et
10 min à 70°C pour inactivation de l’enzyme). Pour extraire le gène APOCI du
plasmide pUC8 linéarisé, l’ADN a été digéré avec l’enzyme de restriction BamHl
et soumis à une électrophorèse. La bande correspondant au gène APOCI a été
récupérée, purifiée et quantifiée.
À cette étape, le gène APOCI et le pcDNA3 linéarisé possèdent une
extrémité non-cohésive (ou Ec0RV) et une extrémité BamHl. L’insertion du
gène dans le plasmide s’effectue à l’aide d’une ligase (T4 DNA ligase) achetée
chez Invitrogen (3 à 4 h à la température de la pièce). La transcription du gène
APOCI dans le plasmide s’effectue dans la même orientation que dans la cellule
et par conséquent, elle augmentera le niveau cellulaire d’ARNm de I’apoC-l.
Afin de mutiplier le plasmide pcDNA3, des bactéries Escherichia coli
compétentes ont été transformées avec le plasmide (1 h sur glace et 1 min à
42°C). Pour avoir le temps de fabriquer la 3-lactamase qui confère la résistance
à l’ampicilline, les bactéries ont été laissées 1 h dans du milieu LB ne contenant
pas d’ampicilline (à 37°C). Elles ont ensuite été étalées sur des pétris d’agarose
avec ampicilline (12 h à 37°C) et celles qui ont incorporé une copie ou plus du
plasmide ont résisté à l’ampicilline. Quelques colonies ont été repiquées et
multipliées dans du milieu LB avec ampicilline. Pour chaque colonie, la
présence du gène APOCI à l’intérieur du plasmide pcDNA3 a été confirmée
avec une mini-prep. Enfin, une maxi-prep a été effectuée pour isoler un
maximum de plasmides et l’ADN a été quantifié.
2.2 Transfection des cellules HepG2
La transfection des cellules HepG2 s’est effectuée à l’aide de lipofectamine
achetée chez Invitrogen. Les cellules ont été mises en plat de culture deux à
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trois jours avant la transfection. À 70% de confluence, les cellules ont été
lavées trois fois avec 5 ml de milieu Opti-MEM I Reduced-Serum acheté chez
Invitrogen. Ce milieu ne contenait pas de FBS ni d’antibiotiques. Ensuite, 5 ml
d’opti-MEM et 5 ml de complexe ADN/lipofectamine préparé selon le protocole
d’Invitrogen ont été ajoutés aux cellules (3 h à 37°C). À la fin de cette période
d’incubation, 10 ml d’opti-MEM contenant du FBS (10% du milieu total) ont
été ajoutés. Après trois jours de croissance, le milieu a été changé pour un
milieu de sélection contenant l’antiobiotique néomycine (0,6 mg/ml) acheté chez
Invitrogen et seules les cellules ayant incorporé une ou plusieurs copies du
plasmide ont survécu. Chaque cellule s’est divisée pour former une petite
colonie de cellules-filles toutes porteuses du même nombre de copies du gène
APOCI. Après quelques jours, six colonies de cellules transfectées (Si à S6)
ont été isolées, multipliées et mises en plaques de six puits dans du milieu de
maintien (0,3 mg de néomycine Iml). Entre 70 et 80% de confluence, du milieu
de maintien frais a été ajouté pour 48 h.
2.3 Extraction et quantification des lipides, des protéines et de l’ARN
messager
Les lipides, les protéines ainsi que l’ARNm ont été extraits et quantifiés
selon les méthodes décrites au chapitre III (section 2.6, 2.7 et 2.8). Les
amorces pour amplifier le gène de résistance à la néomycine (5’
CATTCGACCACCAAGCGAAACATC et 3’: ATATCACGGGTAGCCAACGCT
ATG), le gène du LDL-R (5’: AGGAGACGTGCTTGTCTGTC et 3’: CTGAGCC
GTTGTCGCAGT), le gène de la LRP (5’: CACCTTAACGGGAGCAATGT et 3’:
GTCACCCCAGTCTGTCCAGT) et le gène du VLDL-R (5’: CGTACCCAGCAAT
ATCAGTTGTAAGC et 3’: TGTTCTTCCAGCCGAGAGGAA) ont aussi été
obtenues avec le programme Primer 3 et synthétisées par Invitrogen. L’analyse
statistique des résultats a été effectuée à l’aide d’un t-test de Student.
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3. Résultats
Suite à la transfection, nous avons obtenu six lignées de cellules HepG2
surexprimant l’apoC-l et résistantes à la néomycine (Si à S6). Des cellules
HepG2 non-transfectées ainsi que des cellules HepG2 transfectées avec le
vecteur pcDNA3 sans gène APOCI (lignée Vecteur) ont été préparées à titre de
témoins. Toutefois, la lignée Vecteur a plus souvent été utilisée comme témoin,
car cette lignée ne diffère des lignées Si à S6 que par le gène APOCI inséré
dans le pcDNA3. En effet, ces sept lignées ont subi exactement le même
traitement et par conséquent la lignée Vecteur est un meilleur témoin négatif.
Cependant, la lignée de cellules non-transfectées était aussi essentielle afin de
vérifier si le plasmide pcDNA3 lui-même avait un effet sur le métabolisme des
cellules HepG2.
Tout d’abord, le niveau d’ARNm du gène de résistance à la néomycine
(néo) a été mesuré afin de vérifier quelle quantité de copies du plasmide a été
incorporée dans chaque lignée cellulaire (tableau 5). Dans les cellules non
transfectées, la quantité d’ARNm néo est incontestablement nulle. Les lignées
Si et S3 ont un niveau extrêmement faible d’ARNm néo et cela suggère que
ces lignées ont incorporé peu de copies du plasmide. Les lignées S2, S4 et S5
de même que la lignée Vecteur ont toutes un niveau comparable d’ARNm néo. Il
est évident que la lignée S6 a eu le meilleur taux d’incorporation puisque sa
quantité d’ARNm néo est deux fois plus élevée que celle des autres lignées.
La quantité d’ARNm de l’apoC-l a été évaluée pour chaque lignée
(tableau 5). La valeur 1,00 a été attribuée au niveau d’ARNm des cellules non
transfectées. Ce rapport a permis de réunir les résultats des sept lignées et de
les comparer entre elles. Comme attendu, la lignée Vecteur a un niveau
d’ARNm de l’apoC-I semblable à celui des cellules non-transfectées (la faible
diminution observée est non-significative). Dans les six lignées surexprimant
l’apoC-l, le niveau d’ARNm de l’apoC-l est relativement proportionnel avec le
niveau d’ARNm néo. Les lignées S4, S5 et S6 présentent la quantité la plus
importante d’ARNm de l’apoC-l et ont par conséquent été sélectionnées pour
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les analyses subséquentes. Enfin, il est intéressant de constater que dans
toutes les lignées, le niveau d’ARNm de l’apoE est proportionnel avec ceux de
néo et de l’apoC-l (tableau 5).
Tableau 5 — Effet d’une surexpression de l’apoC-l dans les cellules HepG2 sur
les niveaux d’ARNm néo, apoC-l et apoE.
. . ARNm néo ARNm apoC-l ARNm apoELignees cellulaires (compare au S14) (compare au S14) (compare au S14)
Cellules HepG2 0,00 ± 0,00 1,00 ± 0,34 1,00 ± 0,21
Vecteur 0,20±0,05 0,73±0,12 0,82±0,22
Si 0,06±0,02*** 1,24±0,27 1,34±0,45
S2 0,14±0,04*** 1,79±0,58 * 2,12±0,65 **
S3 0,09 ± 0,03 ‘ 1 ,68 ± 0,54 * i ,77 ± 0,79
S4 0,17±0,04*** 2,04± 0,14 1,86± 0,35 **
S5 0,15±0,04*** 1,97±0,28 ** 2,37±0,48
S6 0,43 ± 0,03 17,44 ± 6,08 7,78 ± 2,70
Les résultats représentent la moyenne ± SD pour 5 puits. Significativement
différent des cellules HepG2 non-transfectés par t-test : * p < 0,05, ** P < 0,01
et*** P< 0,001.
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En comparaison avec les cellules HepG2 non-transfectées et la lignée
Vecteur, les lignées surexprimant l’apoC-I (S4, S5, S6) présentent tout d’abord
une augmentation des lipides cellulaires (tableau 6). Leurs triglycérides
cellulaires sont 1,5 à 2 fois plus élevés et l’augmentation du cholestérol, bien
que moins importante, est tout de même significative. À l’intérieur des cellules
surexprimant l’apoC-I, la concentration des apolipoprotéines C-l et E est aussi
faiblement plus élevée (tableau 6). La lignée S6, qui a la plus importante
quantité d’ARNm de l’apoC-l, présente aussi la plus grande augmentation
d’apoC-I cellulaire (40%, P <0,001). Par contre, il n’y a pas de relation directe
entre le niveau d’ARNm de l’apoC-l et la concentration d’apoC-I protéique dans
les cellules. En effet, la lignée S6, qui exprime 8,5 fois plus d’ARNm de l’apoC-I
que les lignées S4 et S5, présente à peine 32% plus d’apoC-l cellulaire que les
deux autres lignées. Cela s’explique probablement par une activation de la
dégradation de la protéine lorsque sa concentration cellulaire est fortement
augmentée. Notons enfin que la lignée Vecteur a une concentration d’apoE
cellulaire inférieure aux cellules non-transfectées mais que cet effet est renversé
dans les cellules surexprimant l’apoC-l.
Tableau 6 — Effet d’une surexpression de l’apoC-l dans les cellules HepG2 sur
la quantité de lipides, d’apoC-l et d’apoE dans les cellules.
Lignées Triglycérides Cholestérol ApoC-I ApoE
cellulaires Qig/mg) (jig/mg) (pmol/mg) (pmol/mg)
Cellules
HepG2 non- 36,7 ± 3,6 32,4 ± 0,7 5,5 ± 0,1 3,4 ± 0,1
....tranfts
40,6±2,9 31,3±1,3 5,3±0,1 2,8±0,1
S4 69,1 ±4,7*** 40,6±1,2*** 5,9±0,6 4,0±0,3***
S5 66,2±6,0** 37,6±3,9* 5,7±0,5 3,7±0,1
S6 56,8±6,0* 38,0±3,1 * 7,7±0,3*** 3,9±0,1
Les résultats représentent la moyenne ± SD pour 6 puits. Significativement
différent de la lignée Vecteur par t-test : * P < 0,05, ** P < 0,01 et P < 0,001.
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La surexpression de I’apoC-l dans les cellules HepG2 a aussi eu un effet
sur la concentration des différentes apolipoprotéines présentes dans le milieu
(tableau 7). Notons que la quantité d’apolipoprotéines dans le milieu de la
lignée Vecteur est plus basse que celle des cellules HepG2 non-transfectées, ce
qui suggère un effet du plasmide ou de la transfection sur le métabolisme des
apolipoprotéines. Par conséquent, les lignées surexprimant l’apoC-l ont été
comparées avec la lignée Vecteur afin de diminuer les risques de biais associés
à la transfection. Au tableau 7, on observe que la quantité d’apoC-l dans le
milieu des cellules surexprimant cette protéine a largement augmentée. En
effet, le milieu des lignées S4, S5 et S6 contient 2 à 2,5 fois plus d’apoC-l que
celui de la lignée Vecteur. Cependant, notons que comparativement à S4 et S5,
la lignée S6 avec le plus d’apoC-l au niveau de l’ARNm et des protéines
cellulaires, n’est pas celle avec le plus d’apoC-l dans son milieu. Les
apolipoprotéines E, C-III, B ainsi que A-l sont toutes plus abondantes dans le
milieu des cellules surexprimant l’apoC-l. Comparé à la lignée Vecteur, leur
milieu contenait 2 à 2,5 fois plus d’apoE, 2 à 4 fois plus d’apoC-lll, 2,5 à 3,5 fois
plus d’apoB et environ 1,3 fois plus d’apoA-l.
Tableau 7 — Effet d’une surexpression de l’apoC-l dans les cellules HepG2 sur
la quantité des différentes apolipoprotéines présentes dans le milieu.
Lignées ApoC-I ApoE ApoC-lIl ApoB ApoA-l
cellulaires (pmol/mg) (pmol/mg) (pmol/mg) (pmol/mg) (pmol/mg)
Cellules
HepG2 non- 55 ± 1 88 ± 2 k 35 ± 1 kk 7 ± 1 281 ± 3
....tr.an tçt.s
39±1 62±2 25±1 7±1 285±5
S4 95 + 2 123 + 4 103 + 12 17 + 1 395 + 21
S5 94 ± 3 151 ± 2 64 ± 5 24 ± 1 344 ± 17
S6 81 ± 4 1 17 ± 5 49 ± 2 *** 19 ± 1 353 ± 7
Les résultats représentent la moyenne ± SD pour 6 puits. Significativement
différent de la lignée Vecteur par t-test P < 0,001.
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Enfin, le niveau d’ARNm du LDL-R, du VLDL-R et de la LRP a été quantifié
(tableau 8). On constate que la lignée Vecteur a des niveaux d’ARNm différents
de ceux des cellules HepG2 non-transfectées et par conséquent, les lignées
surexprimant l’apoC-l ont été comparées avec la lignée Vecteur. Les lignées
surexprimant l’apoC-l semblent avoir une quantité plus élevée d’ARNm du LDL
R et de la LRP. Par contre, elles présentent une diminution significative de la
quantité d’ARNm du VLDL-R.
Tableau 8 — Effet d’une surexpression de l’apoC-l dans les cellules HepG2 sur
les niveaux d’ARNm du LDL-R, de la LRP et du VLDL-R.
ARNm LDL-R ARNm LRP ARNm VLDL-RLignees cellulaires (compare au 514) (compare au 514) (compare au S14)
1,00±0,13 1,00 ±0,35 k 1,00±0,13
0,80±0,17 0,77±0,12 1,46±0,03
S4 1,42±0,26 * 1,15±0,08 ** 0,98±0,16 **
55 0,84±0,23 1,35±0,35 * 0,10±0,02
56 1,49±0,23 ** 1,29±0,19 ** 0,84±0,16
Les résultats représentent la moyenne ± SD pour 5 puits. Significativement
différent de la lignée Vecteur par t-test: * P < 0,05, ** P < 0,01; ‘“ P < 0,001.
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5. Discussion
L’incorporation du plasmide contenant le gène APOCI dans les cellules
HepG2 a entraîné une augmentation significative de l’apoC-I au niveau de
l’ARNm, des cellules et du milieu. Contrairement à la quantité d’apoC-l dans le
milieu, celle dans les cellules a augmenté proportionnellement au niveau
d’ARNm d’apoC-l. En effet, les trois lignées qui surexpriment I’apoC-l à différent
niveau ont une quantité similaire d’apoC-l dans leur milieu. Il semble que
l’ARNm d’apoC-l en surplus dans les cellules est traduit en protéine mais toutes
les protéines nouvellement synthétisées ne sont pas sécrétées. Ces résultats
suggèrent que la régulation de la production de l’apoC-l s’effectue à un niveau
post-traductionnel.
Il est maintenant établi que l’apoC-l inhibe la captation des lipoprotéines
riches en triglycérides (TRL) par le foie (voir chapitre Il, section 2.3) [61-72]. En
conséquence, les cellules hépatiques surexprimant l’apoC-l devraient montrer
une augmentation des triglycérides dans leur milieu ainsi que des
apolipoprotéines associées aux TRL, c’est-à-dire, l’apoB, I’apoC-Ill et l’apoE.
Nos résultats confirment cette hypothèse, car il y a effectivement une
augmentation de ces apolipoprotéines dans le milieu des cellules HepG2
surexprimant l’apoC-l. Cependant, nous avons aussi observé une augmentation
de l’apoE au niveau de l’ARNm et des protéines cellulaires. Cette observation
ne peut être expliquée par la proximité des gènes APOCI et APOE et leur co
régulation, puisque la technique employée pour transfecter les cellules HepG2
utilise des plasmides porteurs du gène APOCI seulement. Les gènes APOCI
sont introduits au hasard dans le génome des cellules et ne se retrouvent donc
pas à proximité du gène APOE. Bien que nos résultats aient été obtenus dans
les cellules HepG2 qui ne sécrètent pas de TRL, ils suggèrent que la protéine
apoC-l stimule de manière indirecte la transcription de l’apoE et peut-être aussi
celle de l’apoB et de l’apoC-lll. L’apoC-l, en inhibant la captation des TRL,
pourrait entraîner une réaction (feedback) stimulant la synthèse des
apolipoprotéines B, C-III et E. Par conséquent, l’augmentation des
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apolipoprotéines associées aux TRL dans le milieu des hépatocytes peut être
une conséquence de la capacité de l’apoC-l à inhiber la captation de TRL et à
augmenter la transcription, la synthèse et la sécrétion de ces apolipoprotéines.
Les travaux de Charpentier et al. ont démontré qu’une surexpression de
l’apoE dans les cellules HepG2 entraîne une augmentation de la dégradation
des HDL riches en apoA-l et en cholestérol estérifié [1221. Puisque nous avons
observé une augmentation de l’apoE au niveau de l’ARNm et des protéines
dans les cellules surexprimant l’apoC-l, nous prévoyions retrouver une
diminution de l’apoA-l et du cholestérol estérifié dans leur milieu. Au contraire,
nos données indiquent une augmentation de l’apoA-l dans le milieu des cellules.
Puisque les HDL sont catabolisées dans les cellules hépatiques via les
récepteurs SR-Bl, une première hypothèse est que l’apoC-l empêche la liaison
des HDL avec le récepteur ou inhibe indirectement l’expression de SR-Bl à la
surface des cellules. Par ailleurs, nos résultats indiquent une augmentation du
cholestérol intracellulaire dans les cellules HepG2 surexprimant l’apoC-l, ce qui
a pour conséquence probable de réprimer la transcription des gènes contenant
un sterol regulatory element (SRE). Le promoteur du gène SR-Bl contient un
SRE et la transcription du gène est par conséquent sensible au niveau de
cholestérol cellulaire [25]. Lors d’une hausse de cholestérol cellulaire,
l’expression du récepteur sur les membranes baisse et par conséquent, le
catabolisme des HDL diminue. Une dernière possibilité pour expliquer la
hausse d’apoA-l dans le milieu est que l’apoC-l stimule indirectement la
transcription, la synthèse et la sécrétion de l’apoA-l comme l’apoE.
L’apoC-l inhibe la captation des TRL et par conséquent, les cellules
surexprimant cette protéine devrait connaître une diminution des triglycérides et
du cholestérol intracellulaires. Cependant, nos résultats indiquent que la
concentration des lipides intracellulaires dans les cellules HepG2 surexprimant
l’apoC-l est plus élevée que dans les cellules normales. Ne pouvant capter les
TRL, les cellules surexprimant l’apoC-l voient leurs lipides intracellulaires
diminuer et vont probablement utiliser d’autres voies afin de rétablir l’équilibre.
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Les cellules peuvent augmenter le niveau de lipides cellulaires via les sterol
regulato,y element-binding proteins ic et 2 (SREBP-lc et SREBP-2). La
SREBP est un facteur de transcription qui active plusieurs gènes impliqués dans
l’homéostasie des lipides. La SREBP-lc intervient dans la régulation de la
transcription des gènes requis pour la synthèse des triglycérides alors que la
SREBP-2 active ceux du cholestérol. La SREBP est synthétisée sous forme de
précurseur inactif lié à la membrane du RE. Elle est ensuite escortée vers
l’appareil de Golgi par une SREBP cleavage activating protein (SCAP). Dans
l’appareil de Golgi, la SREBP subit un clivage protéolytique qui lui permet de
relâcher son domaine de liaison à l’ADN. Celui-ci peut ensuite se rendre au
noyau et activer la transcription de gènes cibles. La SCAP possède un domaine
de liaison à la SREBP et un domaine sensible aux stérols lui permettant de
réguler le transport de la SREBP. Lors d’une baisse de stérols, le complexe
SCAP/SREBP bourgeonne de la membrane du RE et la vésicule migre vers
l’appareil de Golgi; alors qu’une accumulation de stérols dans la cellule entraîne
la rétention de la SCAP au RE. Cette voie permet de rétablir le niveau de
lipides cellulaires (voir article de révision [87]). Cependant, nos résultats
indiquent une hausse signific ative des lipides dans les cellules HepG2
transfectées par rapport aux non-transtectées, et la voie de SREBP est par
conséquent insuffisante pour expliquer nos résultats.
Un deuxième mécanisme par lequel les cellules peuvent augmenter leur
niveau de triglycérides et de cholestérol cellulaires consiste à stimuler la
transcription et la synthèse du LDL-R et de la LRP et à augmenter ainsi la
quantité de récepteurs à la surlace des cellules hépatiques. Le LDL-R a de
l’affinité pour l’apoE et l’apoB-lOO alors que la LRP n’interagit qu’avec l’apoE.
L’apoC-l empêche principalement la captation médiée par l’apoE, en masquant
ou en altérant la conformation de cette protéine, mais a peu d’effet sur
l’interaction de l’apoB-lOO avec le LDL-R [70]. Nos résulats indiquent que les
cellules surexprimant l’apoC-l ont un niveau d’ARNm du LDL-R et de la LRP
plus élevé. L’augmentation de l’expression du LDL-R permettrait aux cellules
d’augmenter le catabolisme des lipoprotéines contenant l’apoB-lOO comme les
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LDL. Par contre, il serait plus difficile d’expliquer l’augmentation de l’expression
de la LRP, puisqu’en présence d’une haute quantité d’apoC-l, ce récepteur ne
peut capter aucune lipoprotéine.
Enfin, les cellules HepG2 surexprimant l’apoC-l montrent une baisse du
niveau d’ARNm du VLDL-R. L’apoC-l est reconnue pour bloquer la liaison entre
l’apoE et le VLDL-R et empêcher ainsi la captation des TRL par les tissus [72].
Selon nos résultats, le mécanisme par lequel l’apoC-l inhibe la captation des
TRL par le VLDL-R pourrait aussi impliquer une régulation négative de la
production du récepteur. Le VLDL-R est surtout exprimé dans les tissus extra-
hépatiques [22], aussi nos résultats réflètent-ils peut-être ce qu’une
surexpression de l’apoC-l produirait dans d’autres tissus. Cela pourrait
expliquer pourquoi les souris transgéniques ob/ob et surexprimant l’apoC-l
subissent une perte de poids si drastique. L’apoC-l bloque l’apoE et diminue
l’expression du VLDL-R à la surface des adipocytes, et par conséquent, aucun
triglycéride ne peut être emmagasiné dans le tissu adipeux.
L’apoC-l semble avoir un effet évident sur l’accumulation extracellulaire
des apolipoprotéines associées aux TRL et aux HDL ainsi que sur
l’accumulation intracellulaire du cholestérol et des triglycérides. De plus, l’apoC-l
stimule la synthèse de l’apoE et peut-être aussi celle d’autres apolipoprotéines.
Enfin, en inhibant la captation des TRL médiée par l’apoE et en activant la
synthèse du LDL-R, l’apoC-l pourrait augmenter le catabolisme des LDL. Des
expériences additionnelles sont nécessaires afin d’éclaircir le rôle de l’apoC-l
dans la régulation de la synthèse des apolipoprotéines, dans l’expression du
récepteur SR-Bl, dans l’interaction du SR-Bl et des HDL ainsi que dans le
métabolisme des lipides intracellulaires.
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V — Discussïon et conclusion
En résumé, les résultats présentés dans le chapitre III de ce mémoire
indiquent que la production de l’apoC-l dans les cellules HepG2 et les
hépatocytes humains en culture primaire est dépendante du niveau de
cholestérol dans le foie. Lors d’une élévation des triglycérides cellulaires, les
hépatocytes réduisent le niveau de cholestérol cellulaire ainsi que la synthèse
de l’apoC-l. Par ailleurs, lorsque le niveau de cholestérol augmente, la
production de l’apoC-l est accrue. Enfin, les expériences démontrent que les
lipides régulent la production de l’apoC-l à un niveau post-transcriptionnel. Les
résultats présentés dans le chapitre IV de ce travail indiquent qu’une
surexpression de l’apoC-l dans les cellules HepG2 cause une augmentation du
cholestérol et des triglycérides cellulaires. Les apolipoprotéines associées aux
TRL (apoB, apoC-lll et apoE) et aux HDL (apoA-l) sont aussi augmentées dans
le milieu des cellules. Enfin, la surexpression de l’apoC-l augmente le niveau
d’ARNm de l’apoE et du LDL-R mais diminue celui du VLDL-R.
Les résultats susmentionnés apportent de nouvelles évidences quant au
métabolisme cellulaire de l’apoC-l. Néanmoins, plusieurs questions restent en
suspens et des expériences additionnelles sont essentielles afin d’y répondre et
de mieux comprendre la régulation et les fonctions de l’apoC-l. Premièrement,
les effets de différentes conditions de culture sur les cellules hépatiques ainsi
que sur les autres tissus pourraient être étudiés afin de mieux définir les
facteurs régulant la transcription, la synthèse et la sécrétion de l’apoC-I. Il serait
par exemple intéressant d’étudier l’effet de l’insuline sur l’apoC-l, une hormone
hypoglycémiante importante dans le métabolisme des lipides. Des chercheurs
ont constaté que l’insuline diminue la sécrétion de l’apoE par les cellules HepG2
sans affecter le niveau d’ARNm [124]. De plus, l’utilisation de méthionine
radiomarqué permettrait d’observer avec plus de précision l’effet des différents
facteurs métaboliques sur la synthèse de novo, la sécrétion et le catabolisme de
l’apoC-l. La procédure consiste à ajouter la [35SJméthionine au milieu de culture
des cellules HepG2 pendant un certain temps, puis les cellules sont lavées et
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incubées pendant un temps variable [1141. L’extrait cellulaire est ensuite
immunoprécipité à l’aide d’un anticorps anti-apoC-l, et après séparation
électrophorétique sur gel dénaturant, la radioactivité présente dans
l’immunoprécipitat est mesurée. Éventuellement, cette technique permettrait
aussi d’observer l’effet de l’apoC-l sur la synthèse et la sécrétion des
apolipoprotéines A-l, B, C-III et E, du LDL-R et du SR-Bl par les cellules HepG2
surexprimant I’apoC-I.
Deuxièment, pour déterminer quelle fraction du cholestérol cellulaire régule
la production de I’apoC-I, il serait pertinent d’incuber les cellules HepG2 avec
des liposomes contenant différentes proportions de cholestérol libre et estérifié.
L’intérêt des liposomes se trouve dans leur membrane constituée de cholestérol
et de phospholipides qui a une structure et une composition très semblables à
celle de la membrane des cellules. Les liposomes sont donc facilement captés
par les cellules, car ils pénètrent en fusionnant leur membrane avec celle des
cellules. La préparation des liposomes se fait par sonication [125].
Troisièment, puisque aucun des facteurs étudiés dans ce mémoire (voir
chapitre III) a provoqué un changement du niveau d’ARNm de l’apoC-I, il
semble crucial de déterminer les mécanismes intracellulaires de régulation post
transcriptionnelle de cette apolipoprotéine. Dans les cellules HepG2, I’apoE est
ubiquitinée et ensuite dégradée dans le protéosome, mais en présence d’un
inhibiteur de la dégradation protéosomale comme le lactacystin, I’apoE
ubiquitinée s’accumule dans les cellules [110]. En incubant les cellules HepG2
avec le lactacystin, il serait donc possible de déterminer si, comme pour l’apoE,
la dégradation protéosomale participe à la régulation post-transcriptionnelle de
l’apoC-I.
Enfin, maintenant qu’une surexpression de l’apoC-l dans les cellules
HepG2 a été obtenue, il serait intéressant de connaître l’effet d’une sous
expression de l’apoC-I sur le métabolisme des lipides et des apolipoprotéines.
L’introduction dans les cellules d’un ARN interférence (ARNi), c’est-à-dire un
ARN double brin homologue au produit du gène APOCI, interférerait avec
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l’activité du gène et résulterait en une absence d’apoC-l endogène dans les
cellules [1261.
À la lumière de la revue de littérature (voir chapitre Il) et des résultats (voir
chapitres III et IV) présentés dans ce mémoire, l’apoC-l est-il pro-athérogénique
ou anti-athérogénique chez l’humain ? Les souris transgéniques surexprimant
l’apoC-l humaine présentent une augmentation des triglycérides et du
cholestérol plasmatiques, car l’apoC-l inhibe la captation des TRL par le foie
[61-72]. Cet effet de l’apoC-l sur les TRL peut être considéré pro-athérogénique
puisqu’il existe une relation positive entre l’hypertriglycéridémie et le
développement des MCV [8].
De plus, selon la littérature, l’apoC-l inhibe la lipoprotéine lipase (LPL), ce
qui empêche l’hydrolyse des triglycérides dans les TRL [50]. lI a été démontré
que l’absence d’une LPL fonctionnelle dans les souris entraîne une
hypertriglycéridémie sévère ainsi qu’une diminution du HDL-cholestérol
[127,1281. Par conséquent, l’apoC-l semble encore avoir un effet pro
athérogénique.
L’apoC-l intervient aussi dans le métabolisme des HDL. En activant
l’enzyme LCAT, l’apoC-l augmente potentiellement le niveau de cholestérol
estérifié dans les HDL [55,56]. Toutefois, la relation entre LCAT et le transport
inverse du cholestérol ou l’athérosclérose reste à éclaircir. Une surexpression
de LCAT dans les souris (qui n’expriment pas de CETP plasmatique
fonctionnelle) n’augmente pas le transport inverse et entraîne le développement
de l’athérosclérose [129]. Par ailleurs, dans les souris exprimant une CETP
humaine, la surexpression de LCAT diminue l’athérosclérose [130]. Ces
résultats suggèrent que l’effet anti-athérogénique de LCAT requiert la présence
de la CETP. Cependant, l’apoC-l inhibe la CETP [57,58] et par conséquent, son
effet sur les HDL demeure mitigé.
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Par ailleurs, nos résultats montrent qu’une surexpression de l’apoC-I dans
les cellules HepG2 entraîne une augmentation de I’apoA-l dans le milieu des
cellules. Si cette augmentation est due à un surcroît de sécrétion de l’apoA-l,
alors l’effet pourrait être considéré anti-athérogénique. L’apoA-l est le principal
constituant protéique des HDL et elle joue un rôle crucial dans le transport
inverse en activant LCAT, ABCA1 et SR-Bl (voir chapitre Il, section 1.5).
L’apoA-l semble protéger de l’athérosclérose, car les patients souffrant d’une
déficience familiale en apoA-l développent des MCV prématurément [211. Par
contre, si l’augmentation de l’apoA-l est due à une diminution du catabolisme
des HDL, l’effet de l’apoC-l serait plutôt pro-athérogénique. Le catabolisme des
HDL s’effectue dans les hépatocytes via le récepteur SR-Bl et les souris
transgéniques déficientes en apoE et en SR-Bl développent aussi des MCV
prématurément (comparativement aux souris déficientes seulement en apoE)
[131]. Il est à noter que les souris transgéniques surexprimant l’apoC-l humaine
ne présentent aucun changement significatif du niveau de HDL-cholestérol [73].
Par conséquent, l’effet de l’apoC-l sur la concentration de l’apoA-l dans le milieu
des hépatocytes et sur le métabolisme des HDL reste à éclaircir.
Nos résultats suggèrent aussi un rôle de l’apoC-l dans le métabolisme des
LDL. Une surexpression de l’apoC-l dans les cellules HepG2 cause une
augmentation du niveau d’ARNm du LDL-R. Si cet effet se traduit par une
synthèse accrue du récepteur et de son expression à la surface des cellules, le
catabolisme des LDL est alors probablement augmenté. Lorsque anormalement
élévé, le LDL-cholestérol est la principale cause des MCV [4] et par conséquent,
l’effet de l’apoC-l sur les LDL semble anti-athérogénique. Cependant, cet effet
protecteur est mis en doute par les expériences de Shachter et al., car ils ont
démontré que les souris transgéniques surexprimant l’apoC-l humaine
présentent une augmentation significative du LDL-cholestérol [73].
Nos résultats démontrent aussi qu’un surcroît d’apoC-l dans les cellules
hépatiques entraîne une augmentation de la synthèse et de la sécrétion de
l’apoE. Ces résultats sont confirmés avec les souris transgéniques femelles
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surexprimant l’apoC-l humaine qui présentent une augmentation significative du
niveau hépatique d’ARNm de l’apoE [75]. Beaucoup de chercheurs ont étudié
l’apoE et tous ont concluent que l’apoE a un effet anti-athérogénique [131,132].
En effet, l’apoE réduit le cholestérol plasmatique en facilitant la captation des
résidus de lipoprotéines par le foie. De plus, l’apoE facilite la sécrétion du
cholestérol cellulaire des cellules spumeuses macrophagiques présentes lors de
la formation des plaques d’athéromes [131]. Enfin, dans les lésions
athérosclérotiqes, l’apoE diminue l’inflammation en modifiant directement la
réponse immunitaire médiée par les macrophages et les lymphocytes T [131].
Bien que l’apoC-l empêche une des principales fonctions de l’apoE, soit la
captation des TRL, l’augmentation de la production de l’apoE permettrait tout de
même de diminuer directement l’athérosclérose.
Enfin, les souris transgéniques surexprimant l’apoC-l humain présentent
une réduction de leur masse corporelle qui est associée à une diminution de la
captation des acides gras libres par le tissu adipeux [78]. Cet effet de l’apoC-l
semble anti-athérogénique, car il protégerait de l’obésité qui est un facteur de
risque des MCV [10]. Cependant, la concentration plasmatique d’acides gras
libres, de cholestérol et de triglycérides augmente significativement dans ces
souris puisque le catabolisme des résidus de lipoprotéines dans le foie est
inhibé. Koopmans et al. ont résumé qu’une surexpression de l’apoC-l dans les
souris conduit à la dérégulation du métabolisme des VLDL et par conséquent à
une hyperlipidémie primaire suivie d’une augmentation du métabolisme du
glucose [77]. Cependant, leurs résultats indiquent que cette hyperlipidémie
primaire ne résulte pas en une résistance à l’insuline et en hypertension. Par
conséquent, l’apoC-l semble jouer un rôle important dans la protection contre
l’obésité et la résistance à l’insuline.
En conclusion, la découverte de la régulation post-transcriptionnelle de
l’apoC-l par le cholestérol intracellulaire est un nouveau pas dans la
compréhension du métabolisme cellulaire de cette apolipoprotéine. Des
expériences additionnelles seront nécessaires afin de déterminer d’autres
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facteurs contrôlant la production de l’apoC-I et les mécanismes post
transcriptionnels impliqués dans cette régulation. De nouvelles expériences
avec les cellules HepG2 surexprimant l’apoC-l ou déficientes en apoC-l
permettront de mieux comprendre l’effet de l’apoC-l sur le métabolisme des
lipides ainsi que son rôle dans l’étiologie des MCV.
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Appendice
Les résultats présentés dans ce mémoire ont été publiés et présentés oralement
lors de plusieurs rencontres scientifiques comme décrit ci-dessous
Publication
Bouchard C, Dubuc G, Davignon J, Bernier L, Cohn JS. Post-transcriptional
regulation of apoC-l synthesis and secretion in human HepG2 cells.
Atherosclerosis. 2005; 178: 257—264.
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